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VENTURINI, D. Perfil metabdlico, inflamatorio, oxidativo e o efeito da ingestao de 6leo
de peixe e Oleo de oliva em pacientes com sindrome metabdlica. 2013. 99f. Tese
(Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

A sindrome metabdlica (SM), assim como a obesidade e o diabetes, ¢ considerada atualmente
uma epidemia mundial e pode ser entendida como um conjunto de fatores interligados que
aumenta diretamente o risco de doengas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2. D esse
modo, as principais alteragdes observadas nessa sindrome sdo dislipidemia, hipertensao
arterial, resisténcia a insulina e o besidade abdominal. Alteragdes nos estados pro e
antiinflamatério e aumento do estresse oxidativo também tem sido implicados na
fisiopatologia da SM. Na tentativa de elucidar os principais mecanismos envolvidos, diversos
estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se desvendar alvos terapéuticos para o
tratamento da SM. Nesse sentido, a pesquisa por alternativas nutricionais que possam
contribuir com o tratamento da SM tem sido intensificada. Intervengdo nutricional com 6leo
de peixe e 0leo de oliva parece reduzir os riscos cardiovasculares em pacientes com SM. Os
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), como 4cido eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) estdo presentes em grandes quantidades no 6leo de peixe e estudos
tém demonstrado que dietas ricas nestes PUFAs podem trazer efeitos benéficos nos achados
clinicos da SM. Por outro lado, o 6leo de oliva ¢ rico em &cidos graxos monoinsaturados
(MUFAs) e compostos antioxidantes, principalmente compostos fenolicos, capazes de reduzir
um ou mais fatores de risco CV. Na presente tese de doutorado sdo apresentados dois artigos
cientificos cujos objetivos foram: 1° artigo) avaliar os componentes da SM associados aos
marcadores de estresse oxidativo; 2° artigo) investigar os efeitos do uso isolado ou
concomitante do d6leo de oliva e 6leo de peixe, nos fatores de risco cardiovascular e estresse
oxidativo em pacientes com SM. Concluiu-se nestes artigos que: 1°) hipertriacilglicerolemia,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, baixas concentracdes séricas de HDL-C, inflamagdo e
hiperuricemia estiveram associados aos marcadores de estresse oxidativo em pacientes com
SM; 2°) o uso concomitante de 6leo de peixe e o6leo de oliva melhorou o perfil lipidico e o
estresse oxidativo dos pacientes com SM e esses efeitos foram superiores aos observados com
o0 uso isolado de cada dleo.

Palavras-chave: Sindrome metabolica. Oleo de peixe. Oleo de oliva. Risco cardiovascular.
Metabolismo lipidico. Estresse oxidativo.



VENTURINI, D. Metabolic, inflammatory, oxidative profile and the effect of fish oil and
olive oil intake in patients with metabolic syndrome. 2013. 99p. Thesis (Doctoral degree in
Health Sciences) — State University of Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS), as obesity and diabetes, is currently considered a worldwide
epidemic and can be understood as a cluster of interconnected factors which directly increase
the risk of cardiovascular diseases and type 2 diabetes mellitus. Thereby, the main changes
observed in this syndrome are dyslipidemia, hypertension, insulin resistance, abdominal
obesity. Pro and antiinflammatory status and oxidative stress imbalance have also been
involved. Several studies have been performed to unravel therapeutic targets for MetS in an
attempt to elucidate the main physiopathological mechanisms. Thus, the search for nutritional
alternatives that may contribute to the treatment of MetS has been intensified. Fish and olive
oil nutritional interventions it seems reduce cardiovascular (CV) risk in patients with MetS.
Fish oil increases the relative abundance of omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFA)
namely eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) in the diet and studies
have suggested that fish or dietary n-3 PUFA intake may have beneficial effects on the
prevalence of MetS and on its individual components. On the other hand, olive oil is rich in
monounsaturated fatty acid (MUFA) and antioxidant compounds, mainly phenolic
compounds, and is capable to reduce one or more risk factors of MetS. In this thesis we
present two papers whose aim were: Article 1) to evaluate which metabolic syndrome
components were associated with increased oxidative stress markers; Article 2) to investigate
the effects of olive and fish oil, isolated and concomitantly, on CV risks factors and oxidative
stress in MetS patients. In conclusion, these studies provides evidence that: 1°)
hypertriacylglycerolemia, hyperglycemia and HOMA-IR, low levels of HDL-C, inflammation
and high levels of uric acid are closely linked to elevated oxidative stress in MetS patients; 2°)
the concomitant use of fish oil n-3 PUFA and olive oil has beneficial effects on 1 ipid
metabolism and oxidative stress in MetS patients and these effects were superior to the
isolated effect verified with each product.

Keywords: Metabolic syndrome. Fish oil. Olive oil. Cardiovascular risk. Lipid profile.
Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. SINDROME METABOLICA

A Sindrome Metabdlica (SM) é um transtorno complexo representado por um
conjunto de fatores de risco cardiovascular, usualmente relacionados a deposi¢éo central
de gordura e a resisténcia a insulina (1). A resisténcia a insulina pode ser definida como
uma resposta insuficiente dos érgaos-alvo, como o figado, musculo esquelético e tecido
adiposo, a acdo da insulina em concentracdes fisiolégicas, resultando em

hiperinsulinemia compensatéria (2).

A SM ¢é caracterizada pela dislipidemia com hipertriacilglicerolemia e
diminuicdo dos niveis de HDL, circunferéncia abdominal aumentada, alteracbes no
metabolismo de glicose e hipertenséo arterial. Ela pode ser definida de acordo com uma
das trés definicdes, que se baseiam praticamente nos mesmos critérios diagnosticos,
propostas pelas seguintes entidades internacioaidd Health Organization (WHO),

The National Cholesterol Education Program Expert Panel Adult Treatment Panel Ili
(NCEP ATP IIl) e alnternational Diabetes Federation (IDF). Entretanto essas
definicbes diferem entre si por determinarem alguns critérios como sendo essenciais
para o diagnostico. A definicdo proposta pela WHO determina como requisito
obrigatorio a presenca de alteracdo no metabolismo de glicose e mais dois outros
componentes. Outra diferenca é que ela inclui a microalbuminaria no diagnéstico. A
definicdo proposta pela IDF também determina a presenca de trés componentes, mas
tem como fator fundamental a circunferéncia abdominal (CA). Ja a definicdo do ATP IlI
(Tabela 1) permite a classificacdo de SM pela presenca de trés componentes dos cinco
propostos, sem exigéncia de nenhum componente em especifico (3). Embora existam
vérias defini¢bes, tem sido dificil estudar a SM devido a auséncia de consensos na sua
definicdo e nos pontos de corte dos seus componentes, 0 que repercute tanto na pratica
clinica quanto nas politicas de saude mundial (4). Discute-se, atualmente, a necessidade
de se elaborar uma definicdo que possa ser mais pratica e com maior aplicabilidade para
as diferentes idades, sexos, racas e etnias, e que possibilite um diagndstico padronizado

e uma vigilancia epidemiolégica mais eficaz (5).

No Brasil, a NCEP ATPIII é a definicdo recomendada pela | Diretriz Brasileira

de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabolica, tendo-se em vista a simplicidade
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e a aplicabilidade dessa definicdo para a prética clinica, portanto sera a diretriz utilizada
neste trabalh(5).

Tabela 1: Defini¢ao de SM segundo Adult Treatment Panel 111 (ATP I11)

Devem estar presentes pelo menos trés dos componentes abaixo:

Glicose de jejum 200 mg/dL

Circunferéncia abdominal (CA)

Homens >102 an

Mulheres> 88 cm

Triacilglicerol > 150 mg/dL

HDL coleserol

Homens < 40 mg/dL

Mulheres < 50 mg/dL

Pressao arterial £30/85 mm Hg (ou uso de anti-hipertensivos)

Adaptado de NCEP ATP I@irculation 2005;112(17):2735-2752

1.2. FISIOPATOLOGIA DA SiNDROME METABOLICA E O PAPEL DO
ESTRESSE OXIDATIVO

Sabe-se que a mobilizacéo de acidos graxos livres ndo-esterificados a partir dos
triacilglicerdis armazenados no tecido adiposo estd acelerada em individuos resistentes a
insulina. Esses acidos graxos estimulam o aumento da sintese hepatica de glicose, de
triacilglicerdis, da secrecdo de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), de
apolipoproteina B, de lipoproteina de baixa densidade (LDL), e a diminuicdo de
lipoproteina de alta densidade (HIXZ). Quanto maior for a quantidade de acido graxo
livre aalcancar os hepatocitos, tanto mais triacilglicerdis seréo sintetizados e, liberados

na corrente sanguinea, levam a hipertrigliceridemia. O excesso de triacilglicerol sera
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acoplado no figado a HDL, resultando em HDL enriquecida com triacilglicerol. Como
essa molécula possui alta afinidade pela lipase hepatica, a lipoproteina é rapidamente
depurada do sistema circulatério, diminuindo a quantidade de HDL que participa do
transporte reverso de colesterol, favorecendo a aterogénese e a hipertenséo (8). Além
disso, os acidos graxos livres nao-esterificados reduzem a sensibilidade muscular a
insulina, pela inibicdo da captacdo de glicose mediada por insulina, e aumentam a
sintese hepética de fibrinogénio e de inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1)
que estao relacionados a doencas vasculares trombogénicas (5).

Relata-se que o tecido adiposo possui importante papel como secretor de uma
variedade de substéncias bioativas correlacionadas a SM. Dentre essas, destacam-se a
leptina, a resistina, a visfatina, o fator de necrose tunao(@NFa), a interleucina 6
(IL-6) e a angiotensina Il, que induzem resisténcia a insulina (5) (Figura 1). QuTNF-
estimulaa lipdlise, promovendo a liberacdo de acidos graxos livres para a circulagdo. O
catabolismo dos acidos graxos livres pela musculatura esquelética aumenta os niveis
intramiocelulares de longas cadeias de acilCoA e diacilglicerol. Essas duas moléculas
sdo potentes ativadores alostéricos da proteina quinase C (PKC), que, por sua vez,
promove a fosforilagcdo dos substratos de receptores de insulina 1 (IRS-1) em residuos
de amino&cidos como a treonina e serina, que prejudica a fosforilacdo funcional em
residuos de tirosina. Essa fosforilagdo inadequada dos IRS-1 impede a ativacdo do
receptor de insulina, consequentemente interrompendo a cascata de sinalizacao
descendente e, por isso, prejudicando a migracdo e a fusdo dos transportadores de
glicose (GLUT-4) com a membrana celular. Como resultado, ocorre resisténcia a
insulina e hiperglicemia (8). A leptina € um hormonio secretado pelos adipdcitos que
promove a reducao do consumo caldrico e a estimulacdo da oxidacéo dos acidos graxos
acumulados em tecidos ndo adiposos, com a finalidade de minimizar a acumulacéo
ectopica desses acidos graxos (9) Em individuos que possuem acumulo de gordura
visceral, observa-se que ha diminuicdo de adiponectina que possui agdo protetora contra
o Diabetes Mellitustipo 2 (DM2), hipertensdo, inflamacdo e doencas vasculares
ateroscleroticas (5).

Em nivel de endotélio, a insulina ndo estad relacionada ao recrutamento de
transportadores de glicose, mas a ligacdo com receptores associados a funcao endotelial
que promovem a ativacdo da via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Essa via é
responsavel pela fosforilacdo e ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase constitutiva

(eNOS), que explica o efeito vasodilatador da insulina. Entretanto, quando a resisténcia
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a insulina ocorre, a via PI3K é afetada resultando em disfungcdo endotelial, pois ha
diminuicdo da biodisponiblidade do 6xido nitrico (NO) e, consequentemente, da sua
capacidade vasodilatadora (8).

A acéao prejudicial de radicais livres, quase sempre representados por espécies
reativas de oxigénio e/ou nitrogénio, do ingléactive oxigen species (R@®8active
nitrogen species (RN$¢spectivamente, tem sido implicada na obesidade, hipertensao,
disfuncéo endotelial e na fisiopatologia da SM (10-12). Alguns estudos tém relacionado
0 estresse oxidativo com a obesidade e com os niveis de glicose e hiperinsulinemia, e
tem demonstrado ser o elo para o desenvolvimento da resisténcia periférica & acdo da
insulina em pacientes obesos (11,13-15). A obesidade esta associada ao aumento do
estresse oxidativo e este pode desencadear o desenvolvimento da resisténcia a insulina
(11). Portanto, o estresse oxidativo estd associado ao indice de massa corporal (IMC)

(10), a relagéo cintura-quadril e aos niveis de triacilglicerois (14).

Menon et al. (15) demonstraram que existe uma relacdo direta entre os niveis
séricos de produtos da lipoperoxidacdo e glicose quando esta se encontra em niveis
superiores a 7,0 mmol/L (126,2 mg/dL). Individuos adultos com SM apresentam menor
concentragdo plasmatica individual de vérios antioxidantes e isto parece ser devido a
menor ingestdo destes compostos na dieta, assim, como também, pelo seu maior
consumo devido ao estresse oxidativo (16). Um trabalho realizado com criangas obesas
com SM verificou que o estado antioxidante total, do ingdéas antioxidant status
(TAS) e os niveis plasmaticos de vitamina C e vitamina E foram significativamente
inferiores quando comparados aqueles encontrados em criangcas obesas sem SM e
criancas magras (17). A resisténcia a insulina avaliada Ideloeostatic Model
Assessment-Insulin  ResistandelOMA-IR), em pacientes hipercolesterolémicos,
aumenta o estresse oxidativo e influencia negativamente o sistema antioxidante total, do

inglés total radical-trapping antioxidant paramet@RAP) (18).

bY

O estresse oxidativo associado a obesidade ocorre, pois as adipocitocinas
liberadas em grande quantidade ativam a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato (NADPH) oxidase resultando em aumento da sintese de ROS, como o anion
superoxido ©5°). No endotélio, esse radical reage rapidamente com o NO formando

peroxintrito, uma espécie ainda mais reativa. Assim, a producao de ROS contribui para
a disfuncédo endotelial pela diminuicdo da biodisponibilidade de NO. Entretanto, o

estresse oxidativo ndo ocorre somente por meio desse mecanismo, ja que individuos
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obesos apresentam um consumo aumentado de oxigénio em resposta ao aumento de
carga mecanica e de metabolismo miocardico. Uma das consequéncias negativas dessa
caracteristica € a producdo de ROS derivados da respiracao celular e da perda de

elétrons ao longo da cadeia respiratoria, aumentando a geracie (@.

+ lipoproteina- " -
poprotsin
- _ tangictensinogénio
Inflamacdo IL-6 . .
rinsulina
1 4GL
+ TNF-a 1 resistina
+ leptina
1 adipsina F
(complementa O] + lactato
Resisténcia
ainsulina
tinibiderdeo ativader
. . de plasmincgénio-1
. adiponectina (PAI-1)

Figura 1: Efeitos cardiometabdlicos dos produtos dos adipdcitos

1.3. OXIDO NITRICO (NO) E DISFUNCAO ENDOTELIAL NA SINDROME
METABOLICA

O estresse oxidativo tem sido considerado o mecanismo mais importante na
disfuncdo endotelial da obesidade humana (19, 20). O NO é produzido nas células
endoteliais pela expressdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e é
fisiologicamente responsavel pela vasodilatacdo e manutencédo da funcédo endotelial. A
producdo de NO também pode ser estimulada pelo aumento na expressado da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS). Esta enzima quando estimulada, por exemplo,
pelo estresse oxidativo ou por citocinas pro-inflamatorias, € capaz de produzir até 1.000

vezes mais NO do que a eNOS (21).

Evidéncias recentes sugerem que o Oxido nitrico também desempenhe um
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importante papel na fisiopatologia da hipertensdo e do DM2, presentes na SM.
Descreve-se que a producdo aumentada de ROS em varios tecidos, como o muscular
esquelético e o cardiovascular promove a ativagcdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona que esta relacionada a retencado hidrica, a vasoconstricdo periférica e ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Do mesmo modo, a elevacdo de angiotensina
[l também pode induzir resisténcia a insulina por producdo de ROS em varios tecidos,

como na musculatura esquelética e vascular lisa em pacientes com SM (5).

A acao vascular da insulina é fundamental para a manutencdo da homeostase
hemodindmica e metabdlica. A insulina estimula a producgéo vascular de NO e este, por
sua vez, aumenta o fluxo sanguineo para o musculo esquelético favorecendo o consumo
de glicose. A insulina é responsavel pelo aumento na liberacdo de NO e da expresséo da
eNOS. A resisténcia a insulina estd associada a disfuncdo endotelial devido a
diminuicdo da acgdo da insulina e é caracterizada por problemas na via de sinalizacao
dependente de PI3K que no endotélio pode causar desequilibrio entre a produgcédo de NO

e secrecao de endotelina 1, resultando em diminuicao do fluxo sanguineo (22).

O NO pode participar do estresse oxidativo de varias maneiras: 1) como
removedor de radicais livres; 2) como pro-oxidante, reagindo com ROS formando
peroxinitrito, um importante oxidante; ou ainda 3) modulando a produgéo de

antioxidantes enddgenos na parede vascular. Se o NO agird como pr6é ou antioxidante
dependerd do equilibrio entre os niveis de NO e ROS, especialmente®.dé O

disfuncdo endotelial pode ocorrer pela redugédo da biodisponibilidade do 6xido nitrico e
isto depende principalmente do balanco na producéo de oxido nitrico e sua reagdo com
ROS (19). Também tem sido demonstradovitro e in vivo, 0 aumento sérico de
nitrotirosina, um marcador de formacédo enddgena de peroxinitrito, na SM (23,24).
Esses dados confirmam o consumo de NO na formacéo de peroxinitrito em pacientes
com SM.

Demonstrou-se em modelo experimental de obesidade, que esta pode levar a
superexpressao da iNOS na vasculatura, resultando em aumento na concentracdo de NO
(25). No entanto, o aumento de NO resultante da inducdo da INOS pode causar
disfuncéo endotelial (26). Yugar-Toledo et al. (27) evidenciaram que pacientes com
diabetes descompensada apresentam reatividade vascular prejudicada na presenca de
aumento de NO. Possivelmente, o estresse oxidativo levaria a uma diminuicdo da

biodisponibilidade de NO e seria responsavel pela resposta anormal do endotélio
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mesmo na presenca de niveis normais de NO. Esses dados séo reforgados pelo trabalho
realizado por Lin et al. (28) que demonstraram que pacientes com obesidade grau 3
apresentam niveis de NO comparaveis aqueles encontrados em individuos controles ndo
obesos e também aumento do estresse oxidativo. Esses dados sugerem que isso
possivelmente ocorra devido a superexpressdo da iNOS. ApOs a cirurgia para reducao
de peso, os niveis de NO estdo paradoxalmente bastante reduzidos e significativamente
inferiores ao dos controles. Este fato foi atribuido a inibicdo da inducéo da INOS apds a

perda de peso.

1.4. 0 ESTADO PRO-INFLAMATORIO NA SINDROME METABOLICA

A SM é considerada um estado inflamatdrio sistémico de baixo-grau que esta
relacionado especialmente a obesidade. O estado pro-inflamatério da obesidade e da SM
em obesos esta principalmente relacionado ao excesso de consumo alimentar, embora
outros fatores possam estar implicados. O estresse oxidativo pode induzir o processo
inflamatorio ativando a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias. A resisténcia a
insulina favorece esta situacdo, uma vez que a insulina, além dos efeitos metabdlicos ja
citados, apresenta importante atividade antiinflamatéria e antioxidante. Ela inibe a
transcricdo de varios fatores pré-inflamatérios como o fator nuelBafNF«kB),
suprime & concentracdes plasmaticas da molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e
inibe a geracdo de ROS. O estado pro-inflamatorio induz a resisténcia a insulina que,

por sua vez, promove mais inflamacao (29).

O tecido adiposo tem sido considerado um 6rgao enddécrino importante, sendo
responsavel pela secrecédo de varias moléculas com atividades pr6 ou antiinflamatérias.
Entre estas moléculas, estdo as citocinas como o fator de necrose tumora) €ralF-
interleugna 6 (IL-6) e ainda fatores do complemento. A sintese hepatica de proteinas de
fase aguda como a proteina C reativa (PCR), fator do complemento C3 e C4 estdo sob o

controle destas citocinas, em especial da IL-6 (30).

Um estudo multicéntrico avaliou a relacdo de alguns marcadores inflamatorios,
como a PCR, o fibrinogénio e a contagem total de leucdécitos, com os componentes da
sindrome de resisténcia a insulina em individuos néo diabéticos, sem doenca arterial
coronariana, que faziam parte bisulin Resistance Atherosclerosis St{tRAS). A

associacado mais forte ocorreu entre a PCR, o IMC e a circunferéncia abdominal. A PCR
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foi independentemente associada a sensibilidade a insulina. Isso poderia ser explicado
por trés hipéteses: 1) Aumento da secre¢do de citocinas como IL-1, IL-6 e, T9F-
exemplo, devido a obesidade, levariam ao aumento da producéo hepatica de PCR (31);
2) O aumento de PCR seria resultante da aterosclerose pré-existente (32); 3) A insulina
regula a producéo hepatica de proteinas de fase aguda, aumenta a producgéo de albumina
e diminui a de fibrinogénio e PCR. Portanto, a resisténcia a insulina favoreceria a

sintese destas proteinas, resultando em um quadro inflamatério (33).

Varios estudos transversais relacionando a PCR e os fatores da SM sugerem que
a inflamacgé&o esta diretamente associada a resisténcia a insulina, ao IMC, aos niveis de
colesterol total, triacilgliceréis, glicose e acido Urico, e inversamente correlacionado
com os niveis de HDL colesterol (34,35). A SM e, especialmente, 0 conjunto de seus
componentes, estdo associados com a inflamacao sistémica e podem causar a progressao
da aterosclerose (36). Esses estudos corroboram a hipotese de que a inflamacgéo tem
importante papel na patogénese do diabetes e aterosclerose como previamente sugerido
por Pickup e Crook em 1998 (37). A obesidade central, avaliada pela circunferéncia
abdominal, e a hipertenséo arterial sdo os principais fatores determinantes da inflamacéo
presentes nesta sindrome (37,38). A PCR é mais fortemente relacionada a incidéncia de
diabetes do que a IL-6, isso pode ser devido ao fato da PCR ter um tempo de meia vida
significativamente maior que a IL-6, aléem do fato da IL-6 apresentar variacdes diurnas

em sua liberacéo (39).

Um estudo prospectivo e metandlise, publicado em 2000, avaliou 0s niveis
séricos de albumina, proteina amiléide A e PCR, e o risco de desenvolver doenca
coronariana. Concluiu-se que esses marcadores estavam associados com o risco futuro
de doenca coronariana e que a inflamacé&o era um processo relevante nesta situacao (40).
A hiperfibrinogenemia também pode ser considerada mais um fator associado a SM e
pode estar associado ao aumento da doencga cardiovascular nestes pacientes (41). O
estudoAlimentacion y Valoracion del Estado Nutricional en Adolescentes (AVENA
Study) demonstrou que a concentracdo de C3 € independentemente associada a
obesidade central e que este € um bom marcador para o estudo de doencas relacionadas
a obesidade (42).

Embora muitas evidéncias deixem claro o aumento do processo inflamatério na
SM, vérios estudos tém demonstrado que nesta situacdo ocorre também diminuicdo da

protecao a inflamacéo, representada pela diminuicdo nos niveis séricos de adiponectina.
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1.5. OLEO DE PEIXE E PREVENCAO DE DOENCAS CARDIOVASCULARES

E notavel o crescente interesse da comunidade cientifica no desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos que possam ser empregados no tratamento e na prevencao de
doencas cardiovasculares. Observa-se que inumeros componentes dos alimentos
desempenham fung¢des regulatorias relacionadas ao equilibrio energético do organismo.
No entanto, embora tenha se observado que alteragBes especificas na dieta melhorem
diversos componentes da SM, ainda ndo se estabeleceu o padrao dietético mais eficaz
para o tratamento dessa sindrome (7). Portanto, diversos autores tém descrito potenciais
alimentos e nutrientes que possam beneficiar isolada ou conjuntamente o tratamento de

pacientes diagnosticados com SM.

Os lipidios da dieta sdo importantes fontes de energia e precursores de
numerosos compostos biologicamente ativos. Os humanos podem sintetizar todos os
lipidios necessarios a saude, com excecdo dos acidos graxos de cadeia longa 6mega 3
(n-3) e 6mega 6 (n-6) (43), sendo estes chamados de essenciais (44). Esses acidos
graxos de cadeia longa podem ser divididos em trés familias, dependendo da posi¢céao da
primeira ligacdo dupla da cadeia carbbnica: os n-3, n-6 e 6mega 9 (n-9). Os acidos
graxos n-3 e n-6 sao polinsaturados, enquanto que a maioria dos n-9 séo
monoinsaturados. Os &cidos graxos da familia n-6 sdo mais prevalentes nos alimentos
da dieta que os n-3, mas deficiéncias clinicas de n-6 sdo mais comuns que de n-3; no

entanto, ambas séo raras (43).

O &acido linoléico (LA, 18:2) e o acido-linolénico (ALA, 18:3) representam as
familias 6mega 6 (n-6) e 6mega 3 (n-3), respectivamente (45). Esses compostos
possuem duas ou mais insaturacdes e por isso sdo chamados acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), podendo ser representados por simbolos, como C18:3n-3
representando o ALA e o0 C18:2n-6 representando o LA. O numero justaposto ao C

indica 0 numero de atomos de carbono, o segundo numero indica a quantidade de

duplas ligacdes e o nimero a seguir indica a localizaca8 diapla ligacéo a partir do
radical metil (44).

A partir do acido linoléico é sintetizado acido araquidonico (AA) e a partir do
acido linolénico, o acido docosahexaendico (DHA) e o acido eicosapentaendico (EPA).
O acido linoléico (n-6) e o acido linolénico (n-3) estdo presentes principalmente em

alimentos de origem vegetal, como a semente de linhacga e de chia, enquanto que o DHA
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e 0 EPA estdo presentes em altas concentragdes nos peixes e no 6leo de peixe. Sabe-se
que o AA (n-6) e o EPA (n-3) estdo intrinsecamente envolvidos na sintese de
tromboxanos, protaglandinas e leucotrienos. No entanto, discute-se que as subclasses
derivadas do AA possuam um potencial pro-inflamatorio maior e que, por isso, para um
efeito cardioprotetor maior, os seres humanos devam consumir alimentos com relagéo
de acidos graxos n-6/n-3 diminuida. Porém, essas considera¢gfes ainda sdo controversas
(46).

A primeira observacdo dos efeitos cardioprotetores dos n-3 PUFAs data de
aproximadamente 50 anos atrds, quando Sinclair analisava os efeitos negativos da
deficiéncia de &cidos graxos essenciais na ocorréncia de doencas cardiovasculares. Ele
reforcou sua hipdétese quando observou os baixos indices de mortalidade por doenca
coronariana em esquimoés da Groelandia, uma populacdo que possui uma dieta rica em
gordura, mas rica em n-3 PUFAs (47).

Atualmente existem diversos produtos alimenticios enriquecidos com &cido
graxo 6mega 3, porém € necessario distinguir entre os acidos graxos 6mega 3 de cadeia
curta, como o ALA, cujos efeitos benéficos ainda ndo estdo bem esclarecidos, e o0s
acidos graxos 6mega 3 de cadeia longa, como o EPA e o DHA, cujos efeitos
cardioprotetores possuem evidéncia cientifica (48).

O efeito benéfico do ALA, EPA e DHA na reducdo da hipertensdo e na
remodelacéo cardiovascular estda bem documentado. Trés metanalises que compararam
estudos de grupo controle e placebo concluiram que a administracdo de n-3 PUFAs (3-
15g/dia), principalmente EPA e DHA em 0leo de peixe, desencadeou uma pequena
reducdo de pressdo arterial, clinicamente significativa, de 2 a 5mmHg. Esse efeito
modulador de hipertensdo pode ser explicado pelo efeito dos n-3 PUFAs como
antagonistas de receptor de angiotensina Il, pelo efeito inibitdrio no sistema renina-
angiotensina, especialmente secrecéo de renina e na atividade da enzima conversora de
angiotensina. Além disso, os n-3 PUFAs estimulam a liberagcdo de NO e podem estar
envolvidos com a via de sinalizacdo mediada por calcio para a contracéo aortica (49).

Uma revisado conduzida por Lavie et al. demonstrou que o consumo moderado de
Oleo de peixe diminuiu o risco de ocorréncia de inUmeros eventos cardiovasculares,
como o infarto do miocérdio, parada cardiaca subita, doenca coronariana, fibrilagdo
atrial e, mais recentemente, morte em pacientes com insuficiéncia cardiaca (50). Os n-3
PUFAs também reduzem o risco de doenca cardiovascular por melhorarem o perfil

lipidico. Entretanto, os mecanismos pelos quais essas alteragfes sdo desencadeadas
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parecem ser diferentes para o acido graxo de cadeia curta e os acidos graxos de cadeia
longa. Enquanto o ALA exerce a maioria dos seus efeitos por meio da modulacdo das
lipoproteinas, o EPA e o DHA atuam reduzindo a sintese de triacilglicerol e a
adiposidade (49).

Sugere-se que o0 EPA e o DHA diminuem a secrecdo hepatica e aumentam a
depuragdo plasmatica de triacilglicerol. Essa Ultima pode estar relacionada a
propriedade modulatéria de apolipoproteina-E (Apo-E) atribuida a esses PUFAs. Além
disso, ha evidéncias suficientes que sugerem a atividade desses acidos graxos como
potentes ligantes de receptor ativador de proliferagéo de peroxiss@a®PPAR«a e
PPAR4y, respectivamente), que regulam a expressédo das enzimas lipaprotéica e
triacilglicerol lipase envolvidas na catalizacdo da reacdo hidrolitica de triacilglicerol
(49). A ativacdo de PPARs desencadeia um aumento na expressao de genes
responsaveis pela oxidacdo dos &cidos graxos, como a acil-CoA oxidase, a acil-CoA
sintetase e a hidroximetilglutaril — CoA sintetase. A familia de PPARs constitui 0 alvo
mais interessante e mais estudado da atividade horrikeaes PUFAs (46).

Observou-se também que os n-3 PUFAs ndao modificaram significativamente o
colesterol plasmatico, exceto em alguns pacientes em que 0 n-3 aumentou a
colesterolemia total. Muito embora isso possa parecer um efeito pré-aterogénico, esse
aumento foi atribuido ao aumento no tamanho da particula de LDL que a tornou menos
aterogénica (48).

Outro parametro funcional que pode influenciar a presséo arterial € a producgéo
de moléculas de adesdo e de citocinas proé-inflamatdrias pela parede das artérias.
Recentes evidéncias demonstraram que o DHA inibe a fosfolipasendotelial,
importane fator de risco para aterosclerose, por meio de mecanismos antioxidantes e
vias mediadas por fosfoquinase C (PKC) (48).

Os n-3 PUFAs podem também inibir a sintese de mediadores inflamatérios e
fibréticos incluindo a proteina C reativa (PCR), as interleucinas, o of N&s
metaloprotenases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9 respectivamente) e os inibidores teciduais
de metaloproteinases. Pacientes com dislipidemia tratados com EPA e DHA por mais de
6 meses exibiram um decréscimo nos niveis plasméaticos de PAI-1, fibrinogénio, MMP-
2, MMP-9, dentre outras proteinas (51). Um ensaio duplo-cego, com grupo controle e
placebo, realizado por Rizza et al. analisou a suplementacdo de 2g/dia de n-3 PUFAS,
por 12 semanas, para 50 filhos de pacientes diabéticos, que exibiam disfuncédo endotelial

associada a um perfil inflamatério crénico. Observou-se que esses pacientes obtiveram
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uma melhora significativa da dilatacdo arterial mediada por fluxo, uma diminuicdo da
concentracdo plasmatica de trigliacilglicerol e de TdN&-uma tendéncia de aumento
dosniveis plasmaticos de adiponectina (52).

Dados que relacionem os n-3 PUFAs a homeostase glicémica e a resisténcia a
insulina em humanos e em animais séo inconsistentes e sugestivos de que esses acidos
graxos néo influenciam esse componente da SM. Uma recente metanalise de 11 ensaios
randomizados controlados conduzida por Akinkuolie et al. (total: 618 individuos)
concluiu que os n-3 PUFAs nao possuem efeito sobre a resisténcia a insulina (53). Olza
et al. também colaboraram para essa conclusdo ao analisar os efeitos da administracéo
de uma dieta enriquecida com n-3 PUFAs, por 6 meses, a 33 pacientes com idade
superior a 65 anos. Os autores concluiram que a administracdo de EPA e DHA
melhorou o perfil lipidico dos idosos, reduziu a concentracdo plasmatica de
triacilglicerol, mas nao afetou a resisténcia a insulina (54).

Simao et al. concluiram que a ingestdo de Oleo de peixe propiciou uma
diminuicdo nos niveis plasmaticos de triacilglicerdis e um aumento na capacidade
antioxidante total de pacientes com SM, porém houve um aumento nos niveis de LDL e
na resisténcia a insulina. Estes autores relatam que a diminuicdo de triacilgliceréis
possua uma relacdo dose-resposta com o consumo dos &cidos graxos n-3, e que essa
diminuicdo se deva a uma reducdo da lipogénese hepatica. Discute-se que o efeito
prejudicial dos PUFAs no controle glicémico, ocorra devido ao aumento do fluxo de
precursores hepaticos da gliconeogénese (55).

Sociedades Européias e Americanas de Cardiologia incluiram a ingestdo de EPA
e DHA emguidelinespara infarto agudo do miocardio (IAM), prevencdo de doenca
cardiovascular e prevencao de morte subita cardiaca (56). A Associacdo Americana de
Cardiologia (American Heart Association-AHAecomenda a ingestdo de duas
refeicbes/semana de peixe gorduroso para individuos saudaveis (prevencao primaria) e
de lg/dia de EPA + DHA, preferencialmente proveniente de peixe gorduroso e de
suplementos prescritos por meédico, para pacientes com doenca coronariana (prevencao
secundaria). Os dois trabalhos que mais influenciaram na decisdo da AHA foram os de

Sicovick et al (57) e d&ruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto
miocardico (GISSI) Prevenzione Investigatof58). Esudando individuos saudaveis,

Sicovick et al (57) verificaram que a ingestdo de 5,5g/més de éacidos graxos n-3,

equivalente a uma refeicdo com peixe gorduroso/semana, reduzia a morte subita em
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50% e que o aumento de 5% dos acidos graxos n-3 nos fosfolipidios de membrana das
hemacias diminuiu em 70% o risco de morte subita. O edBI&&S| Prevenzione
Investigators(58) observou uma diminuicdo de 20% na mortalidade total e 45% na
morte subita apos 3,5 anos de tratamento em pacientes pos IAM, utilizando 850 mg de

Oleo de peixe/dia (3 capsulas).

Burr et al.(59) avaliaram o efeito da gordura do peixe na recidiva de infarto do
miocardio em homens. Estes foram divididos em dois grupos, sendo que um grupo foi
orientado a consumir entre 200 e 400g de peixe semanalmente e 0 grupo controle nédo
recebeu esta orientacdo. Os grupos foram seguidos durante dois anos. ApoOs este
periodo, observou-se reducdo de 29% da mortalidade no grupo que havia consumido

dieta a base de peixe.

Lorgeril et al.(60) observaram qual seria o efeito de uma dieta Mediterranea rica
em ALA na prevencdo secundaria de infarto do miocardio quando comparada a uma
dieta usual pés-infarto e concluiu que uma dieta rica em acidos graxos n-3 diminuiu a
mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV). Entretanto, outros estudos néo
mostraram associacao entre a ingestao de acidos graxos n-3 e n-6 com a incidéncia de
DCV (61,62).

O Nurses Health Studgvaliou a associacao entre 0 consumo de peixes e 0 risco
de doencas cardiacas em mulheres de 34 a 59 anos de idade que nunca tiveram doenca
cardiaca ou cancer. Essas mulheres foram seguidas por 16 anos; as que comeram peixes
duas a quatro vezes por semana, tiveram um risco 31% menor de doenca cardiaca do
gue aquelas que comeram peixes menos de que uma vez poér més. As mulheres que
comeram peixes cinco vezes por semana tiveram um risco 45% menor de morrer de

doenca cardiaca do que aquelas que comeram menos peixes (63).

Simopoulos (64) descreveu o papel protetor dos acidos graxos n-3 em doencas
crobnicas como o0 diabetes, doencas cardiovasculares, renais e inflamatorias.
Resumidamente, o papel protetor dos PUFAs n-3 esta relacionado a substituicdo de
PUFAs n-6, especialmente AA, por EPA e DHA, principalmente na membrana de
plaquetas, eritrocitos, neutréfilos, mondcitos e células hepaticas. Portanto, a ingestao de
peixe ou 6leo de peixe resulta em: 1) diminuicdo da produc¢do de prostaglandinas E2 e
seus metabdlitos; 2) diminuicdo das concentracdes de tromboxana A2, que é um

importante agregador plaquetario e vasoconstritor; 3) diminuicdo da formacdo de
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leucotrieno B4 que é um indutor da resposta inflamatéria e agente quimiotatico para
leucdcitos e aumento da concentracdo de tromboxana A3 que induz fracamente a
agregacao plaquetaria e a vasoconstricao; 4) aumento das concentracfes de prostaciclina
I3 (PGI3) que é um importante vasodilatador e inibidor da agregacéao plaquetéria; e 5)

aumento da concentracdo de leucotrieno B5, que € um fraco agente indutor de

inflamac&o e com baixa agéo quimiotética.

Pode-se alcancar o nivel de 6mega 3 indicado pelos oOrgaos cientificos
internacionais por meio do aumento do consumo de peixe ou por meio da
suplementacdo com Oleo de peixe. No entanto, para individuos que exibem severa
hipertrigliceridemia, os &cidos graxos 6mega 3 devem ser prescritos em concentracdes
adequadas e administrados em preparacbes farmacéuticas, como parte integral da
terapia (48). Embora os efeitos dos acidos graxos n-3 estejam bem estabelecidos na
prevencdo secundaria de doencas cardiovasculares, a prevencdo primaria deve ser
realizada com cautela. Uma suplementacédo correta de PUFAs para a populagdo em
geral ndo deve ser realizada antes se verificarem 0s niveis plasmaticos desses acidos
graxos e 0 consumo energético total, bem como o consumo de gorduras de cada
individuo (46).

1.5.1. EFEITO NOS MARCADORES INFLAMATORIOS E DE DISFUNCAO
ENDOTELIAL

Estudos clinicos tém mostrado que os acidos graxos modulam a resposta
inflamatoria por muitos mecanismos, inclusive atuando na diminuicdo da transcricdo de
citocinas pro-inflamatorias e na expressdo de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie vascular. Em particular, em estudos experimentais em modelos animais, 0s
acidos graxos n-3 inibiram a producdo de interleucina 1 (IL-1) e Fator de Necrose
Tumoral a(TNF a)(65).

Estudo rehzado por Pischon et al. (66) mostrou que a ingestao dietética de
acidos graxos n-3 e n-6 em homens e mulheres americanos era inversamente associado
com niveis plasmaticos do receptor 1 e 2 de d Mias ndo com outras citocinas. Esta
observacdoé importante porque sugere que niveis fisiolégicos de acidos graxos

modulam a inflamacéo.

Ferrucci et al. (65) realizaram um estudo com 1123 pessoas, com idade entre 20
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a 98 anos, onde avaliaram a relagdo entre a concentracao plasmatica de acidos graxos no
plasma de jejum e os niveis de marcadores inflamatorios. Da quantidade plasmatica de
n-3, 13,6% era de ALA, 18,8% de EPA e 67,7% de DHA e dos acidos graxos n-6,
75,3% eram de LA e 24,4% de AA. Constatou-se que baixos niveis de AA e DHA
foram associados com valores significativamente altos de IL-6 e antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1 ra) e niveis significativamente baixos de fator de crescifhento
(TGF B). Baixas concentracdes de ALA foram correlacionadas caos altveis de PCR

e IL-1 ra e baixos niveis de EPA foram associados com valores elevados de IL-6 e
baixos de TGH. Valores plasméaticos baixos de DHA foram fortemente axiusia

baixos niveis de interleucina 10 (IL-10). Quando a relagdo n-6:n-3 se manteve alta,
baixos niveis de IL-10 foram observados. Esses achados reforcam a hipotese de que
acidos graxos n-3 podem ser benéficos em pacientes com doencas que cursam com

ativagado inflamatoria e disfungdo endotelial como ocorre na aterosclerose

Analisou-se a concentracdo plasmatica de moléculas de adesdo sollveis em
pacientes diabéticos e hipertrigliceridémicos recebendo 4g de PUFA n-3 diariamente.
Inicialmente, os pacientes tinham altas concentracbes de ICAM-1, de molécula de
adesao vascular (VCAM-1) e de E-selectina em relagcdo ao grupo controle. Apés seis
semanas de tratamento com PUFA n-3 nao foi constatada redug&o significativa nas
moléculas de adeséo solluveis, porém, apos sete meses, verificou-se uma reducéo de 9%
nas ICAM-1 e de 16% na E-selectina (67).

O efeito da suplementagdo com PUFA n-3 em homens fumantes com
hiperlipidemia também foi investigado. Estes individuos ingeriram 4,8g de PUFA n-3
por 6 semanas e avaliou-se algumas variaveis de hemostasia e os niveis de moléculas de
adesédo soluveis. Os resultados foram contraditorios, uma vez que constataram que a
suplementacao acarretou uma reducéo benéfica significativa no Fator de vonWilebrand

e na trombomodulina, mas aumentou os niveis de VCAM-1 e de E-selectina (68).

1.5.2 OLEO DE PEIXE E ESTRESSE OXIDATIVO

Os PUFAs séao altamente susceptiveis ao ataque de radicais livres, sendo que os
acidos graxos n-3 de cadeia longa, como o EPA e DHA, oxidam mais facilmente por
terem maior nimero de duplas ligacfes. Entretanto, estudos tém demonstrado resultados

contraditorios em relacdo ao efeito do EPA e do DHA na oxidacéo in vivo.
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Meydani et al. (69) verificaram aumento nas concentracdes plasmaticas de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), um teste utilizado para verificar a
presenca de produtos de oxidacéo lipidica. No entanto, outros estudos tém mostrado que
0 consumo de acidos graxos néo altera a producéo de lipoperéxidos. Wander e Du (70)
avaliaram o efeito da suplementagcdo com EPA e DHA na oxidacdo protéica e na
lipoperoxidacdo no plasma de mulheres p6s-menopausa tratadas com 6leo de peixe.
Utilizou-se também a vitamina E para avaliar seu possivel efeito protetor. A
suplementacdo com os acidos graxos aumentou discretamente a concentracdo de
produtos da lipoperoxidagao verificada pelo teste de TBARS que foi inibida pela
vitamina E. Por outro lado, o consumo do Oleo de peixe ndo aumentou a oxidagao
protéica, independentemente da presenca de vitamina E. Como o teste de TBARS sofre
varias interferéncias e o aumento foi muito discreto e ndo confirmado pela avaliacdo da
oxidacdo protéica, os resultados sugerem que o EPA e o DHA ndo aumentam a
oxidagao.

O estudo de pacientes com retocolite ulcerativa utilizando 4,5g de acidos graxos
n-3 de Oleo de peixe também ndo demonstrou aumento do estresse oxidativo nesses
pacientes. Ao contrario, 0s pacientes apresentaram aumento de sua capacidade total
antioxidante com o uso dos acidos graxos n-3, mesmo embora ndo houvesse diminuicao
da atividade inflamatoria da doenca. Os autores sugeriram uma possivel acao dos acidos

graxos n-3 como “removedores de radicais livres” (71).

Um estudo transversal realizado com 495 participantes avaliou a associagao
entre as concentragdes seéricas de n-3 e n-6 PUFAs e concentracdo urinaria de 8-oxo-
7,8-dihidroguanina (8-oxo-gua), um marcador de dano oxidativo no DNA, e verificaram
que os individuos com maiores concentracdes de n-3 PUFAs apresentaram menores

concentracdes desse marcador (72).

1.6. OLEO DE OLIVA NA REDUCAO DE EVENTOS CARDIOVASCULARES

O 6leo de oliva € considerado um alimento funcional rico em &cidos graxos
monoinsaturados (MUFAsS) e uma grande variedade de componentes nao-graxos que
possuem propriedades biolégicas potenciais (73). Os acidos graxos constituem a fracédo
oleosa que corresponde a 98-99% do total do Oleo de oliva. Dentre a fracdo oleosa, os

MUFAs correspondem a 73-75%, com predominio de acido oléico, 10-15% sé&o
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compostos de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), e 14-15% de acidos graxos
saturados (SFAs). Os compostos fendlicos (CFs), responsaveis pelos efeitos
cardioprotetores, compde a fracdo ndo oleosa do 6leo de oliva virgem, que representa
cerca de 1,5% da sua composicao total. (74). Dentre os CFs, destaca-se a presenca dos
acidos fendlicos, das lignanas e dos flavondides. Além disso, também estdo presentes na
fracdo n&o oleosa a clorofila e seus derivados, os hidrocarbonetos, os carotendides, e 0s
tocoferdis (73).

Deve-se atentar para uma importante distincdo que ha entre 6leo de oliva e Oleo
de oliva virgem/extra virgem. Enquanto o primeiro é refinado e, portanto, desprovido de
compostos fendlicos, o segundo contém mais de 1g dessas moléculas por kilograma de
Oleo de oliva. Embora a industria tente mascarar a palatabilidade do 6leo de oliva, o
melhor Oleo possui caracteristicas sensoriais distintas, um aroma mais picante e um
sabor mais amargo, devido a maior concentracdo de polifenois (74). Entretanto, a
concentracdo desses compostos pode variar conforme o cultivo, o clima, a maturagao
das olivas na colheita e o sistema de processamento empregado na producdo dos
diferentes de tipos de Oleo de oliva (73).

Durante muitos séculos a producdo de Oleo de oliva se restringia a regiao
proxima ao Mar Mediterraneo, que determinava um padrdo de alimentacdo diferenciada
que sO era aplicavel aos paises que o cercavam. Contudo, nos ultimos anos, o interesse
cientifico pela dieta do Mediterraneo tem aumentado significativamente. Isso se deve a
maior longevidade, melhor qualidade de vida e menor incidéncia de doencas
cardiovasculares, oncoldgicas e cognitivas relacionadas a esse padrdo de alimentacao
(75).

A tradicional dieta Mediterranea é caracterizada pela presenca de saladas, frutas,
vegetais, legumes e graos em abundancia, de 6leo de oliva como a principal fonte de
gordura, quantidade pequena a moderada de vinho, peixe, aves, derivados de leite e
ovos, e pequena quantidade de carne vermelha (76). De modo geral, essa dieta fornece
grandes quantidades de fibras, antioxidantes e acidos graxos insaturados que
influenciam potencialmente os diversos componentes da SM (77).

Varios estudos tém evidenciado uma reducdo de fatores associados ao aumento
do risco cardiovascular com o consumo de 0leo de oliva. Perona et al (78) avaliaram 31
idosos hipertensos que participaram de um ensaio clinico randomizado, no qual
ingeriram, durante 4 semanas, 6leo de oliva virgem ou Oleo de girassol. A pressao

arterial sistélica normalizou no grupo 6leo de oliva (136+10 mmHg) quando comparado
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ao grupo o6leo de girassol (1508 mmHg). Outro estudo avaliou durante trés semanas a
ingestdo de 50 mL de Oleo de oliva virgem ou 50 mL de 6leo de oliva refinado em 40
homens com doenca coronariana estavel. Foi observada no grupo de oleo de oliva
virgem uma menor oxidacao de LDL (p<0,001), menor peroxidacao lipidica (p=0,003)

e reducdo da pressao arterial sistdlica nos participantes hipertensos (p=0,001) (79).

Um ensaio clinico randomizado de prevencédo primaria avaliou 180 pacientes (99
homens e 81 mulheres) com sindrome metabdlica, de acordo com os critérios do ATP
[ll, alocando-os em dois grupos, 90 no grupo intervencdo com uma dieta tipo
mediterraneo (frutas, legumes, hortalicas, paes e cereais integrais, peixe, frango, nozes e
Oleo de oliva em abundancia) e 90 no grupo controle, com uma dieta prudente (gorduras
<30% das calorias totais). Apds dois anos, o grupo dieta do Mediterraneo, comparado
ao grupo controle, apresentou reducéo significativa da concentracdo plasmatica dos
marcadores inflamatdrios PCR (p=0,01); IL-6 (p=0,04) além de reducé&o da resisténcia a
insulina (p<0,001) e melhora da funcéao endotelial (p<0,001)(80).

Kastorini et al., a partir de uma meta-analise que comparou cerca de 50 estudos,
totalizando cerca de 1,5 milhdes de individuos, concluiram que a aderéncia ao padrao de
dieta do Mediterraneo estd associada a baixa prevaléncia e progressdo de SM. Esses
resultados de grande importancia para a saude publica mundial se devem aos efeitos
benéficos dessa dieta sobre os diversos componentes dessa sindrome. Constatou-se que
essa dieta esta relacionada com a reducao da obesidade abdominal e da pressao arterial,
e com a alteracdo do metabolismo de glicose e das concentracdes séricas de lipidios
(81).

Nesse sentido, diversas evidéncias cientificas apontam para a prevencao de risco
cardiovascular associada ao consumo de dieta rica em 6leo de oliva. Atribui-se ao 6leo
de oliva virgem a capacidade de modular as concentrag@@asapicas dos lipidios, por
meio da reducao do colesterol LDL e da manutencdo ou elevacao do colesterol HDL.
Além disso, ele melhora o controle dos niveis de glicose e da presséo arterial (75). Um
estudo de Papageorgiou et al. concluiu que o consumo de 6leo de oliva, 6leo de soja e
Oleo de figado de bacalhau, diminuiu significativamente os niveis deaTREm
disso, o gau de alteracdo dos niveis de TdlFestava correlacionado ao grau de
alterac@ dos niveis de ICAM-1, indicando que a expressao de d,ip6s o consumo
do oOleo de oliva, podesgular a subsequente expresséo dos niveis de ICAM-1(82).

Nesse contexto, Camargo et al. sugeriram que o consumo da dieta do

Mediterraneo enriquecida com Oleo de oliva virgem por idosos saudaveis reduziu a



32

expressao de genes inflamatérios quando comparada a uma dieta rica em SFAs e a outra
dieta rica em carboidratos e PUFAs. Adicionalmente, a dieta do Mediterraneo reduziu a
expressdo de MMP-9 relacionadas a instabilidade da placa aterosclerética, quando
comparada a dieta rica em SFAs (83).

Em outro estudo de Camargo et al., demonstrou-se que o consumo de 6leo de
oliva virgem, por pacientes com SM, diminuiu a proliferacdo de células mononucleares
de sangue periférico no periodo pos-prandial, sugerindo que esse habito possa reduzir o
desenvolvimento e a progressao de aterosclerose. Segundo esse trabalho, essa acao se
deve principalmente a presenca de CFs no 6leo de oliva que alteraram a expresséo de 51
genes, dentre os quais 18 estavam envolvidos com processos de sinalizagéo celular.
Dentre esses genes, destacou-se a repressdao 3 membros da familia de fatores de
transcricadEarly Growth Respons@EGR) e do fator de transcricaativator protein 1
(AP-1) que exercem importantes papéis no controle de programas celulares de
diferenciagéao, proliferagdo e morte celular (84).

No estudo de Richard et al., pacientes que ndo perderam peso e ingeriram a dieta
do Mediterraneo apresentaram uma reducdo da concentracdo plasmatica de LDL que
parece estar intimamente relacionada com o aumenttedancede LDL combinado
a diminuicdo da absorcao intestinal, sem qualquer alteracdo na sintese do colesterol
(85). Além disso, um maior interesse tem sido direcionado para o conhecimento de
fatores que possam influenciar os mecanismos envolvidos na estabilidade da placa
aterosclerética, como os efeitos benéficos desencadeados pelos CFs e os MUFAs.
Dentre esses efeitos, destaca-se o potencial antioxidante e antiinflamatério do 6leo de
oliva e sua capacidade de gerar um ambiente menos pré-trombotico e de aumentar a
vasodilatacdo dependente do endotélio (75).

Relatou-se que a ingestdo dos CFs presentes no Oleo de oliva extra virgem, por
voluntérios sadios e pacientes que apresentaram um episddio coronariano, propiciou
uma melhora no perfil lipidico, na resisténcia a insulina e na funcdo endotelial. Além
disso, houve reducéo da oxidacao lipidica e do DNA, da atividade pré-trombdtica e do
perfil inflamatorio desses individuos. Sola-Alberich et al. relataram que a atividade
desempenhada pelos CFs pode ocorrer devido a modificacdo da expressao (inducdo ou
repressdo) de genes que estdo envolvidos em distintas vias metabdlicas, conforme
observado em individuos saudaveis que ingeriram agudamente Oleo de oliva extra
virgem (86).

Embora ainda existam controvérsias sobre a influéncia dos MUFAs derivados do
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Oleo de oliva sobre a sensibilidade a insulina, discute-se que a incorporacdo de acido
oléico na membrana celular resulte em menor fluidez dessa estrutura que pode favorecer
a liberacéo da insulina pelas célutagancreaticas em resposta a glicose. Além disso, o
acido oléico consumido em grandes quantidades pode interagir com polimorfismos do

gene de PPAR, resultando em aumento de sensibilidade tecidual a insulina (76)

1.6.1. OLEO DE OLIVA E ESTRESSE OXIDATIVO

Diversos estudos de intervencdo suportam a ideia de que os efeitos
cardioprotetores da dieta do mediterraneo sao decorrentes da ingestdo de quantidades
sugnificativas de antioxidantes, dentre eles os polifendis presentes no 6leo de oliva. Os
beneficios decorrentes da ingestdo de 6leo de oliva no estresse oxidativo se dao pela
presenca de acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) na composicdo do Oleo,
principalmente acido oléico, o qual proteje as membranas celulares da oxidacdo. Os
polifendis presentes no 6leo de oliva apresentam propriedades antioxidantes e
antiinflamatérias e sdo habeis em reduzir a oxidacdo da LDL-C, importante fator de
risco para aterosclerose.

Recente estudo controlado e randomizado avaliou a capacidade dos polifenois
do 6leo de oliva em modulan vivo a expressao de genes relacionados com a
aterosclerose, na qual a oxidacdo da LDL esta envolvida. Os participantes foram
divididos em dois grupos os quais ingeriram diariamente, por trés semanas, 25mL de
Oleo de oliva contendo baixa concentragcdo de polifendis (2.7mg/kg) ou alta
concentracdo de polifendis (366mg/kg). No grupo que recebeu 6leo de oliva com alta
concentracdo de polifendis houve reducdo na expressdo de genes envolvidos nos
processos aterogénicos e inflamatorios (87).

Esposito et al. avaliaram os efeitos da dieta do mediterraneo com ou sem
restricdo caldrica no estresse oxidativo em homens com sobrepeso. Apds dois anos de
intervencado, independente da ingestdo caldrica, houve uma melhora significativa no
grupo dieta do mediterraneo em varios fatores de risco cardiovascular, dentre eles,
diminuicdo da presséo arterial, diminuicdo das concentracbes séricas de colesterol,
triacilglicer6is e aumento da fragcdo HDL-C, reducdo no estresse oxidativo (avaliado
pela determinacdo de 8-iso-PGH2Zomelhora na sensibilidade a insulina (88).

Outro etudo conduzido por Urquiaga et al. avaliou o efeito da dieta ocidental
e/lou dieta do mediterraneo no estresse oxidativo em individuos jovens (20-27 anos),

concomitantemente ou ndo com a ingestdo de moderada quantidade de vinho tinto. O
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grupo que fez a dieta do mediterraneo apresentou melhora na capacidade antioxidante
que foi avaliada pelos niveis plasmaticos de vitamina C, carotendides e capacidade
antioxidante total. Por outro lado, a dieta ocidental aumentou os niveis plasmaticos de
vitamina E, o que nao foi observado com a dieta do mediterraneo. O consumo
moderado de vinho tinto nos dois grupos melhorou a capacidade antioxidante e
diminuiu os niveis dos marcadores de estresse oxidativo avaliados neste estudo (89).
Corroborando com esse estudo, Gaskins et al. ndo observaram diferenca estatistica nas
concentracdes seéricas de vitamina E em 259 mulheres (idade média 27,3 anos) que
foram acompanhadas por dois anos (2005-2007) e que aderiram a dieta do
mediterrdneo. Por outro lado, houve melhora significativa nas concentracdes séricas de
acido ascorbico e diminuicdo nos marcadores de peroxidacgao lipidica, 8-isaxRGF2
acido 9-hidoxioctadecadienoico (9-HODE) (90). A dieta do mediterraneo € capaz de
diminuir a lipoperoxidagéo (LPO) através de alguns mecanismos bioldgicos: 1) a grande
ingestdo de tocoferdis presentes nos alimentos promove efeito protetor da LPO,
removendo radicais peroxil e alcoxil (91); 2) a ingestdo de grandes quantidades de acido
arcorbico atua como removedor (scavengers) de radicais livres (92); 3) o 6leo de oliva
confere protecdo a LPO pois os MUFAs sdo mais resistentes ao ataque de radicais livres
(93); 4) a alta ingestdo de flavonoides promove protecdo a LPO por remover
diretamente alguns radicais livres e inibir enzimas responsaveis pela oxidacdo da
particula de LDL-C (94).

Assim, considerando que: 1°) O consumo de peixe ou a ingestao de capsulas de
Oleo de peixe tem demonstrado causar alteragfes no perfil lipidico e melhora em outros
fatores de risco para doencas cardiovasculares, como, por exemplo, na hipertensao
arterial; 2°) Os compostos fendlicos encontrados no Oleo de oliva exercem importante
efeito antiinflamatério e antioxidante, o que poderia contribuir para a reducdo da
inflamac&o observada em individuos com sindrome metabdlica; 3°) A determinacédo dos
niveis séricos dos marcadores pré-inflamatérios e sua correlagdo com 0os componentes
da SM poderiam acrescentar novos dados aos ja existentes sobre a fisiopatologia da SM
e 4°) Ha controvérsias na literatura em relacéo aos efeitos do 6leo de peixe e/ou oliva no

estresse oxidativo. Os objetivos do presente estudo sao:
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o efeito do consumo isolado ou concomitante de 6leo de peixe e 6leo de oliva
nos parametros classicos, no estresse oxidativo e nos marcadores inflamatorios de

pacientes com sindrome metabdlica.

2.2. ESPECIFICOS

1) Verificar se h& relagdo entre os componentes da sindrome metabdlica e os

marcadores de estresse oxidativo;

2) Avaliar o efeito da ingestdo de oOleo de peixe e/ou 6leo de oliva na composicao

corporal e pressao arterial de individuos com sindrome metabdlica;

3) Analisar o efeito da ingestdo de 6leo de peixe e/ou 6leo de oliva no perfil lipidico e

glicidico de individuos com sindrome metabdlica;

4) Verificar o efeito da ingestdo de 0Oleo de peixe e/ou 6leo de oliva no estresse
oxidativo e a na capacidade antioxidante total plasmatica de individuos com sindrome

metabdlica.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes:

Este protocolo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital Universitario de Londrina (CEP 258/08). Foi realizado
estudo clinico aleatorizado, com cerca de 102 individuos com sindrome metabodlica,
segundo os critérios ATP Ill, atendidos no Ambulatério de Clinica Médica e de
Cardiologia do Hospital Universitario de Londrina. Foram selecionados para este
trabalho, individuos com padrdo alimentar semelhante e que ndo tinham o habito de
ingerirem produtos a base de Oleo de peixe e/ou Oleo de oliva. Foram excluidos
pacientes com doencas renais, hepaticas, gastrointestinais e neoplasicas, assim como em
uso de medicamentos que interferissem no perfil lipidico e/ou glicémico. Por motivos

éticos, os pacientes hipertensos continuaram fazendo uso de sua medicacéo habitual.

Os pacientes foram selecionados e alocados aleatoriamente em quatro grupos de
aproximadamente vinte individuos. O 1° grupo (grupo controle) recebeu orientacéo
nutricional enquanto os demais grupos receberam a orientacdo associada a intervencao
especifica. O segundo grupo ingeriu diariamente 3,0 g de &cidos graxos n-3 (10
capsulas/dia de 6leo de peixe). O terceiro grupo consumiu 10 mL de 6leo de oliva extra-
virgem e o quarto grupo fez a ingestdo da mesma quantidade descrita acima de 0Oleo de
peixe e Oleo de oliva extra-virgem. Cada capsula de 6leo de peixe contém 180 mg de
acido eicosapentaendico e 120 mg de acido docosahexaendico. As coletas de sangue e
demais medidas foram efetuadas antes do inicio do consumo de 6leo de oliva e/ou

ingestao de capsulas de Oleo de peixe e apos 90 dias da utilizacdo diaria dos mesmos.

3.2. Determinacoes Antropométrica e Afericao da Pressdo Arterial

Todos os pacientes foram avaliados mediante: peso (kg), estatura (m) e a partir
destes dados foi calculado o IMC (peso/afiyracircunferéncia abdominal,
circunferéncia do quadril e duas medidas de pressao arterial (PA) apos vinte minutos de
repouso no inicio e apds 90 dias de estudo. Para fins do estudo o paciente foi
considerado hipertenso quando a £¥80/85 ou uso de antihipertensivo, uma vez que

essa é a definicdo operacional adotada pelo ATP Il

3.3. Analises laboratoriais
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3.3.1. Coleta e Preparo das Amostras:

As amostras de sangue foram obtidas apos 12 horas de jejum. O plasma e 0 soro
foram aliquotados e armazenados em freezer a - 70°C (Indaet a realizacdo dos
testes.

3.3.2. Marcadores inflamatérios e parametros bioquimicos:
A determinagdo das concentracbes séricas de proteina C reativa (PCR) foi
realizada por nefelometria (Dade-Behring).

As andlises de colesterol total, colesterol HDL, triacilglicerol, &cido urico, gama
glutamil  transferase (GGT), alanino aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), glicose, uréia e creatinina foram efetuadas em um auto-
analisador bioquimico (Dade AR utilizando-se kits Dade Behring. Os niveis de
insulina de jejum foram determinados por enzima imunoensaio em microparticulas
(MEIA) no equipamento AXSYN (ABBOTT). OHomeostatic Model Assessment
(HOMA) € um método utilizado para quantificar a resisténcia a insulina (RI) e a funcao
das células beta pancreaticas (96). O indice HOMA-IR foi calculado da seguinte forma:

HOMA-IR = glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum (mU/L) / 22,5.

3.3.3. Determinacio indireta de 6xido nitrico (NO):

A producdo deoxido nitrico foi avaliada através da determinacdo da
concentracdo de nitritos no plasma. Para uma avaliacdo mais precisa, é necessario que
0s ions nitratos presentes sejam reduzidos a ions nitrito. Para esta transformacao o meio
de reacéo foi tratado com granulos de cadmio. A concentracdo de nitritos foi avaliada

colorimetricamente por meio do reagente de Gri@5s
3.3.4. Avaliacao do Estresse Oxidativo:

3.3.4.1 Capacidade Antioxidante Total Plasmatica (TRAP):

A capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP) foi avaliada por
quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacdo do método da técnica descrita por Repetto
et al. (97). Esta metodologia detecta antioxidantes hidro e lipossolUveis presentes no
plasma. Ao meio de reacdo (1,8 mL de tampé&o glicina 0,1 M, pH 8,6) serdo acrescido
100 yL de luminol em solucédo aquosa 20W1, 5 puL de soro diluido 50% em tampéao

glicina e 100uL de solucéio aquosa de 2a20-bis (2-amidinopropano) 200 mM. E bem
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sabido que o 2,2zo-bis gera radicais peroxil rapidamente, via interacdo com radicais
centrados em carbono e oxigénio molecular, causando a oxidacdo de lipideos e
proteinas em biomoléculas (98). Estes radicais livres reagem com o luminol (que atua
como um amplificador de sinal), produzindo Quimiluminescéncia (QL). Esta reacao &
inibida pela superoxido dismutase (SOD), catalase e analogos da vitamina E. A adicao
de plasma também diminui a QL em niveis basais por um periodo (tempo de ifRducéo t
proporcionala concentracéo plasmatica de antioxidantes (TRAP) até que os radicais do
luminol sejam regenerados, restituindo-se 0s niveis iniciais de QL. O sistema foi
calibrado com anéalogo de vitamina E (Trolox), 3@0na concentracdo de 20M em
tampéao glicina pH 8,6. Uma comparacdo do tempo de inducdo depois da adicdo de
concentracées conhecidas de Trolox e plasma permitiu obter valores de TRAP em
equivalentes de Trolox segundo a equacéo:

amgstra

TRAP (UM Trolox) = D x

Trofox

D é um ftor de diluicdo da amostra no meio de reaga@s:L€ 0 tempo de inducao
promovido pelaadicdo da amostra de plasmgsd € 0 tempo de inducédo promovido

por 1 uM de Trolox. Os resultados foram expressos @M de Trolox. Este
experimento foi conduzido em um contagbmarca Beckmanll (EUA) modelo LS
6000, utilizando-se um modo de contagem né&o coincidente por 30 minutos, com uma

faixa de resposta entre 300 a 620 nM.

3.3.4.2. Quimiluminescéncia Induzida por t-Butil Hidroperoxidos (QL):

A avaliacdo da formacdo de lipoperoxidos por QL foi efetuada em uma
adaptacdo da técnica descrita por Gonzélez-Flecha e colaboradores (99). A QM
estimulada por t-butil hidroperéxido foi empregada para analisar a integridade dos
mecanismos de defesa antioxidante ndo-enzimaticos e os niveis de lipoperoxidos. Este
teste baseia-se na premissa de que um aumento de QM esta relacionado com um
estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido, levando ao consumo das defesas
antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E e formacdo de

lipoperéxidos, resultando em aumento da emisséao de fétons (71,99,100,101).
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As andlises foram realizadas em frascos plasticos para cintilagio com
capacidade para 20 mL e protegidos da luz. O meio de reacdo consistiu g HE50
tampao fosfato 30 mM pH 7,4 e KCl 20 mM (v/v) acrescidos dey25@e soro e mais
20 pL de terc-butil (t-BuOOH) com concentracéo final de 3 mM em 2,0 mL de meio de
reacdo. A QL foi medida em um contaddrmodelo LS 6000, em um modo de
contagem nao coincidente, com uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm. Este
experimento foi conduzido a uma temperatura de 30°C. Os resultados foram expressos

em contagem por minuto (c.p.m.).

3.3.4.3. Determinacao de hidroperodxidos lipidicos

As concentracdes de hidroperoxidos lipidicos foram determinados pela técnica
de Ferrous Oxidation-xylenol Orange Ass@lyOX). O reagente de Fox foi preparado
utilizando 90 mL de metanol puro, 10 mL de H2SO4 na concentragao de 250 mM, 88
mg de BHT, 7,6 mg de xilenol Orange e 9,8 mg de sulfato de ferro hexahidratado.
Procedeu-se a realizacdo de uma curva de calibragdo com padréo nas concentracdes de
0.25, 0.50, 1.0, 2.0 e 4.0 mM. As reagOes foram lidas em espectrofotdmetro da marca
Thermo Spectronic, modelo Helyas em 560 nm e os resultados foram expressos em
mmol/L (102).

3.3.4.4. Determinacio dos produtos avancados de oxidac¢ao proteica (AOPP)

Concentracfes plasmaticas de AOPP foram determinados utilizando método
semiautomatizado descrito por Witko-Sarsat et al. O reagente foi preparado utilizando
iodeto de potassio (KI) a 1,16 M em &gua deionizada e acido acético para analise (pa).
As amostras de plasma foram diluidas 1:5 com solucdo de PBS. Procedeu-se a
realizacdo de uma curva de calibracdo com padrdao nas concentracoes de 6.25, 12.5, 25,
50 e 100umol. Apés a adicdo dos reagentes e amostras procedeu-se a leitura imediata
em espectrofotdmetro da marca Thermo Spectronic, no comprimento de onda de 340
nm. As concentracfes de AOPP foram expressas em micromoles pquioblL() de

equivalentes de cloramina (103).

4. Analise estatistica
O teste de Mann-Whitney foi utilizado no artigo 1 para as comparacdes entre o

grupo controle e grupo de pacientes com SM, bem como as associagbes entre
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componentes da SM e marcadores de estresse oxidativo. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0.05. O programa estatistico utilizado para as
analises foi Graph Pad InStat (Graph Pad Software, Inc).

No artigo 2 o teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar as mudancas intra-
grupo e o teste de Kruskal-Wallis com post hoc Dunn foi utilizado para avaliar as
diferencas entre os tratamentos (inter-grupo). Para as diferengcas entre 0s grupos no
inicio do estudo (basal) foi utilizado a analise de variancia (ANOVA) com post hoc de
Tukey. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo ou mediana e
interquartis (25-75%). Os resultados foram considerados significativos quando p<0.05.
O programa estatistico utilizado para as analises foi o R.
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Abstract

Background: Metabolic syndrome (MetS) is characterized by increased adiposity,
insulin-resistance, atherogenic dyslipidemia, oxidative stress (OS), and elevated
cardiovascular risk and frequently involves low-grade inflammation and hyperuricemia.
Objective: The objective of this study was to evaluate which metabolic syndrome
components were associated with oxidative stress maMethods: The present study

was cross-sectional and evaluated 76 subjects with MetS (15 male and 61 female) aged
(49.8+9.09) selected among Internal Medicine ambulatory patients and 20 healthy
workers (1 male and 19 female) aged (48+4,4) of the University Hospital of Londrina,
Parand, BrazilResults: Higher plasma OS was demonstrated by high plasma levels of
advanced oxidation protein products (AOPP) (p: 0.0084) and AOPP/TRAP index
(0.0020), whereas the total antioxidant capacity (TRAP) was significantly lower in the
MetS group when compared with control group (p=0.0481). Obese patients showed
higher plasma hydroperoxides concentration levels (p<0.05), whereas patients with
increased glucose plasma levels, hypertriacylglycerolemia and increased HOMA-IR
(>2.5) showed higher AOPP (p<0.05, p<0.0001 and p<0.05 respectively) and lower
total antioxidant capacity (p<0.05, p<0.05 and p<0.0001 respectively). Patients with
hyperuricemia demonstrated higher AOPP and nitric oxide (NO) levels (p<0.05) and
was positively correlated with NO (r: 0.2760, p: 0.03), whereas patients with increased
C-reactive protein presented higher AOPP and ferrous oxidation-xylenol orange (FOX)
levels (p<0.05). Patients who had higher HDL-cholesterol showed decreased AOPP
levels. Conclusion: This study provides evidence that hypertriacylglycerolemia,
hyperglycemia and HOMA-IR, low levels of HDL-C, inflammation and high serum
levels of uric acid are closely linked to elevated systemic oxidative stress in MetS

patients.
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1. Introduction

The metabolic syndrome (MetS), a growing medical problem in industrialized
countries, represents a risk factor for cardiovascular diseases and type 2 diabetes
mellitus and is characterized by central obesity, insulin resistance, dyslipidemia, and
hypertension (1). Chronic inflammation may represent a triggering factor in the origin
of MetS (2). Oxidative stress (OS), which is also referred to as a reactive oxygen-
nitrogen species (ROS-RNS)-antioxidant imbalance, occurs when the net amount of
ROS-RNS exceeds the antioxidant capacity. It has been suggested that OS could be an
early event in the pathology of the chronic diseases associated with MetS, rather than
merely a consequence of this disorder (3). Hyperglycemia and inflammation, two
components of MetS, are also associated with overproduction of ROS. Additionally,
obesity is the central and causal component in the MetS and the increased oxidative
stress in accumulated fat is an early instigator of MetS (4). A recent review evaluated
the correlation between OS biomarkers and the metabolic features of MetS and
observed that oxidative status might contribute to the identification of a subset of
patients at increased risk of metabolic and cardiovascular complications (5).

Advanced oxidation protein products (AOPP), which are proteins that are
damaged by OS, most notably albumin and its aggregates, have begun to attract the
attention of various investigators. AOPPs are the dityrosine-contaning and cross-linking
protein products formed during OS by reaction of plasma protein with chlorinated
oxidants, including hypochloric acid and chloramines, which result from
myeloperoxidase activity (6). The use of total radical-trapping antioxidant parameter
(TRAP) has been proposed to explore the antioxidant capacity of plasma sample. TRAP
evaluates the antioxidant capacity due to known and unknown antioxidants present in

the sample as well as their mutual co-operation. In addition, the measure of TRAP in
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conditions with associated hyperuricemia, as is the case of MetS patients, may be
jeopardized because uric acid concentration is responsible for 60% of plasmatic total
antioxidant capacity and some reports have verified an unexpected increase in total
antioxidant capacity in MetS patients (7). Thus, a correction of total antioxidant
capacity based on uric acid concentration is needed.

The purpose of this study was to assess the impact of oxidative stress biomarkers

and its association with the MetS components.

2. Material and methods
2.1. Subjects

Seventy six individuals (15 male and 61 female) aged 49+9.09years selected
among Internal Medicine ambulatory patients of the University Hospital of Londrina,
Parand, Brazil, were chosen to participate in this cross-sectional study. Information on
lifestyle factors and medical history were obtained through clinical evaluation. MetS
was defined following the Adult Treatment Panel 1l (ATP 1ll) criteria (7). When three
of five of the listed characteristics were verified, a diagnosis of MS was performed: 1)
Abdominal obesity: waist circumfereneel02 cm in men ang 88 cm in women; 2)
Hypertiglyceridemia>150 mg/dl (1.695 mmol/L); 3) Low levels of HDL cholesterol:
<40mg/dl (1.036mmol/l) in men andg 50 mg/dl (1.295 mmol/l) in women; 4) High
blood presswg: >130/85 mmHg; 5) High fasting glucose: 100 mg/dl. The control
group consigd of 20 healthy workers (1 male and 19 female) aged 48+4.41 years of the
University Hospital of Londrina, Parana, Brazil. None of the participants of the study
presented thyroid, renal, hepatic, gastrointestinal, or oncological disease, and none of
the participants had a clinically evident infection or were receiving drugs for
hyperglycaemia or drugs known to affect lipoprotein and uric acid metabolism or

antiinflammatory drugs, for at least 4 weeks before the study. All patients gave written
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informed consent, and the study protocol (CEP 258/08) was fully approved by the

Ethical committee of the University of Londrina (Parana, Brazil).

2.2. Anthropometric and Blood Pressure Measurements

Height and weight were measured in the morning with subjects wearing light
clothing, but no shoes. Following these, two blood pressure measurements, taken with a
ten minute’s interval between them after the subject had been seated, were recorded.
The mean of these measurements was used in the analysis. We considered the current
use of antihypertensive medication as an indication of high blood pressure. Body mass
index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. Waist
circumference (WC) was measured with a soft tape on standing subjects midway

between the lowest rib and the iliac crest and, the waist-hip ratio (WHR) was calculated.

2.3. Biochemical and Inflammatory Biomarkers Measurements

After fasting for 12 hours, the subjects underwent the following laboratory blood
analysis: glucose, total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triacylglycerol (TG), uric acid, gamma
glutamyltransferase (GGT), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), and creatinine which were evaluated by a biochemical auto-analyzer
(Dimension Dade ARDade Behring, Deerfield, IL, USA), using Dade Behtirigts;
plasmainsulin levels were determined by MEIA (AXSYM, ABBO¥ Laboratory) and
serum hidply sensitive C-reactive protein (CRP) was measured using a nephelometric
assay (Behring Nephelometer Il, Dade Behring, Marburg, Germany).

All samples were centrifuged at 3,000 xg for 15 minutes, and plasma or serum

aliquots were stored at -70°C until assayed. Interassay and intraassay coefficient of
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variation (CV) for all assays were <10% as determined in human serum.
The Homeostasis Model Assessment insulin resistance (HOMA-IR) was used as
a surrogate measure of insulin sensitivity (8) as follows: HOMA-IR = insulin fasting

(MU/mL) X glucose fasting (mmol/L) / 22.5.

2.4. Oxidative Stress Measurements

Samples for evaluating oxidative stress and total antioxidant capacity were
performed with EDTA as anticoagulant and antioxidant. All samples were centrifuged
at 3.000 xg for 15 minutes and plasma aliquots stored at -70°C until assayed.

Analysis of plasma hidroperoxide concentrations by tert-butyl hydroperoxide-
initiated chemiluminescence (CL-LOOHhn plasma was evaluated as described
previously by Gonzalez-Flecha et al. (9) and reported previously by our group (10). The
results are expressed in counts per minute (cpm). Plasmahligidperoxides levels
were also determined by ferrous oxidation-xylenol orange (FOX) assay (11) and results
were expressed in mmol/L.

Advanced Oxidation Protein Products (AORK3s determined in the plasma
using the semiautomated method described by Witko-Sarsat et al. (12). AOPP
concentrations were expressed as micromoles per liter (umol/L) of chloramines-T
equivalents.

The total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) was determined as
reported by Repetto et al. (13). This method detects hydrosoluble and/or liposoluble
plasma antioxidants by measuring the chemiluminescence inhibition time induced by
2,2-azobis (2-amidinopropane). The system was calibrated with the vitamin E analog
TROLOX, and the values of TRAP are expressed in equivalepiVbfTrolox. As

describé in previous studies, TRAP was expressed after correction by uric acid levels
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(10).
Serum nitric oxide (NO) metabolite levels were assessed by nitritg)(Alti
nitrate (NO3") concentration according to the Griess reaction, supplemented by the

reduction of nirate to nitrite with Cadmium (Cd) (14)

2.5. Statistical Analysis

Data were expressed as the mean and standard deviation (SD) or median and
interquartile range (25- 75" percentile). Comparisons between control subjects and
patientswith MetS and associations between MetS components and OS biomarkers
were performed using the Mann-Whitney test. Correlations were evaluated by
Spearman’s rank correlation. The results were considered significant when p<0.05. A
statistical analysis program (Graph Pad InStat, Graph Pad Software, Inc) was used for

evaluations.

3. Results

Control and MetS group did not show differences between age, sex, ethnicity,
smoking and alcohol intake. Statistically differences were observed between control and
MetS groups with respect to use of anti-hypertensive medications. None of control
group did use anti-hypertensive, whereas 46 (60.5%) patients in the MetS group used
anti-hypertensive (p<0.0001). In the present study, 27 patients (58.7%) with MetS were
treated by ACE inhibitors. For ethical reasons, we could not ask the patients to stop
using anti-hypertensive medication to participate in the study.

As expected, there were significant differences between the control and MetS
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groups in several parameters related to MetS criteria, including BMI (p<0.0001), WC
(p<0.0001), SBP (p<0.0001), DBP (p=0.0254), triacylglicerol (TG) (p=0.0005), HDL-
cholesterol (p<0.0001), TC/HDL and LDL/HDL ratios (p<0.0001 and 0.0062
respectively), fasting glucose (p=0.0151), fasting insulin (p=0.0012), HOMA-IR
(p=0.0003), uric acid (p<0.0001), GGT (p= 0.0279), AST (p= 0.0002), CRP (p=
0.0004) (Table 1).

Higher plasma oxidative stress in MetS group was confirmed by significantly
elevated levels in the following markers: AOPP (p=0.0084) and AOPP/TRAP index
(0.0020) (Table 2). The total antioxidant capacity (TRAP) was significantly lower in the
MetS group when compared with control group (p=0.0481) (Table 2).

With regard to the relationship between metabolic syndrome components with
oxidative stress markers, obese patients, who were represented b3BMhowed
higher pbsma hydroperoxides concentration determined by ferrous oxidation-xylenol
orange assay (FOX) levels (p<0.05), whereas patients with increased glucose levels,
hypertriacylglycerolemia and increased HOMA-IR (>2.5) showed higher advanced
oxidation protein products (AOPP) (p<0.05, p<0.0001 and p<0.05 respectively) and
lower total antioxidant capacity (p<0.05, p<0.05 and p<0.0001 respectively). Patients
with hyperuricemia demonstrated higher AOPP and nitric oxide levels (p<0.05),
whereas patients with increased C-reactive protein presented higher AOPP and FOX
levels (p<0.05). Patients who had higher HDL-cholesterol showed decreased AOPP
levels (Table 3). Uric acid was positively correlated with nitric oxide (r=0.2760,

p=0.0313) (Figure 1).

4. Discussion

The present study showed that OS is increased and antioxidant defences are
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decreased in MetS patients. In addition, with the exception of hypertension, all other

components of the MetS criteria were associated with markers of OS.

As expected, all parameters related to MetS were significantly altered in the
MetS group in relation to the control group. TC/HDL-C and LDL-C/HDL-C indexes,
which represent atherogenic risk factors similar to increased apolipoprotein-B levels

(15), were also significantly higher in the MetS group.

It has been proposed that elevation of liver enzymes including ALT, AST and

GGT may be associated with insulin resistance (IR) which is a central feature in the
pathogenesis of MetS and type 2 diabetes, predicting the development of diabetes in
prospective studies (16). In addition, the increase of serum GGT may predict the
beginning of the MetS and the incidence of cardiovascular disease (17). Kang et al. (18)
showed that GGT is strongly related to insulin resistance (HOMA) and to the number of
altered components of the MetS, being influenced namely by serum triacylglycerol and
glucose levels. On the other hand, increased GGT levels may be considered an
important mechanism of oxidative stress. A previous study tja8) verified that, in

MetS patents, GGT may generate reactive oxygen species, which could exceed the
capacity of the antioxidant system and induce cellular oxidative stress damage. Our
group previously demonstrated that patients with MetS showed increased oxidative
stress, verified by elevated levels of serum hydroperoxides and GGT (20). These
findings were not evidenced in our study, considering that GGT wasn’t associated with

OS biomarkers in patients who had higher GGT activity (Table 3).

AOPP and TRAP levels were respectively higher and lower in MetS group,
showing an imbalance between oxidative/antioxidative systems. Our study used an

additional marker of OS, AOPP/TRAP index, which indicates the oxidant-antioxidant
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ratio, as a reflection of the cellular redox state in the MetS. This index showed that
MetS patients presented higher oxidative and lower antioxidant capacity. A recent
report (21) investigated the relationship between AOPP levels, total antioxidant capacity
(TAC) and pro-oxidant-antioxidant balance (PAB) in 55 MetS patients. AOPP and PAB
were significantly higher in patients with MetS than in control subjects and a positive
correlation were observed between the AOPP levels and glucose, TG, insulin and
HOMA-IR levels. Catakay (22) reported that patients with type 2 diabetes exhibit
elevated AOPP levels and that this can be correlated with glycemia and glicemic
control. Similarly to those previous studies, the present study also showed a positive
association between AOPP levels and fasting glucose, HOMA-IR TG, uric acid, and
negative association with HDL-C levels.

Our group conducted a previous study, which showed that
hypertriacylglycerolemia, hyperglycemia, hypertension, and lower HDL cholesterol
values are essential factors to evoke oxidative stress and then, it is conceivable to
assume that in MetS patients a redox imbalance, characterized by increased plasma
oxidation and reduced antioxidant capacity, may contribute to a worsening of the
clinical picture (10).

Serum CRP levels, a marker of chronic low-grade inflammation, is known to be
a sensitive predictor of CVD and is related to MetS components. In the current study
CRP levels were higher in the MetS group compared to control group and were
positively associated with AOPP and FOX levels. AOPP are formed during OS by the
action of chloraminated oxidants, mainly hypochlorous acid and chloramines, produced
by myeloperoxidase in activated neutrophils. They are defined as dityrosine-containing
cross-linked proteins products and are considered as reliable markers to estimate the

degree of oxidative modifications of proteins (12, 22). Kaneda et al. (23) suggested that
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AOPP is an independent risk factor for coronary artery disease. Piwowar et al evaluated
the components of the oxidative/antioxidative status in 94 patients with type 2 diabetes
and demonstrated that AOPP enhanced progressively with the increase of fat mass
assessed by BMI (24). Additionally, Zhou et al (25) identified that accumulation of
AOPP might be involved in adipocytes dysfunction as seen in metabolic syndrome and
type 2 diabetes. Inflammation has been recognized as the link between obesity, insulin
resistance and type 2 diabetes and accumulation of AOPPs has been observed in these
conditions (25).

On the other hand, the ferrous oxidation in xylenol orange (FOX) assay is based
on different assumptions, and oxidation of ferrous ions to ferric ions by lipid
hydroperoxides (ROOH) under acidic conditions has been employed to determine
whole plasma lipid ROOH (26). So far, this methodology has been used by our group to
evaluate lipid ROOH in MetS patients (10). In the present study, FOX levels were
associated with obesity and inflammation, indicated by BMI and CRP, respectively.

In the current study, total antioxidant capacity was measured by TRAP
methodology, a method in which hydrosoluble and/or liposoluble plasma antioxidants
are detected by measuring the chemiluminescence inhibition time induced by 2,2 azobis
(2-amidinopropane). Uric acid is an important antioxidant, being responsible for 60% of
the scavenging of the free radicals in human plasma and could influence all above cited
tests. The potential confounding effects of uric acid indicate that those methodologies
should be accompanied by the measure of plasma uric concent2@iom the present
study, urc acid levels were increased in the MetS group. Thus, a correction of total
antioxidant capacity based on uric acid concentration was performed. TRAP corrected
by uric acid levels was significantly lower in the MetS group and together with

increased AOPP/TRAP index demonstrated that a disturbance between
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oxidant/antioxidant occurs in this group in favor of oxidant system.

Elevated uric acid levels (hyperuricemia) has been significantly associated with
the component numbers of MetS (27), and furthermore, the prevalence of MetS also
increased significantly with uric acid levels (28). Importantly, hyperuricemia is strongly
associated with endothelial dysfunction in humans, and it is reasonable to assume that
uric acid may contribute to the severity of cardiovascular diseases by impairing NO
production. Endothelial dysfunction is considered a hallmark in the pathophysiology of
MetS, and it can be evaluated by several means, including the assessment of NO
metabolite levels (29). Nakagawa et al. (30) hypothesized a causal role of uric acid in
fructose-induced metabolic syndrome showing that uric acid dose dependently blocked
acethylcholine mediated arterial dilatation, suggesting that uric acid can impair
endothelial function. In this present study, uric acid levels were positively correlated
with NO metabolites and a plausible explanation is that the synthesis of NO is given by
inducible NO synthase (INOS) expression by inflammatory and oxidative stress
stimulus (31). While the antioxidant effects of uric acid can protect endothelial cells
from OS, most studies show that the entry of uric acid into cells is associated with a
reduction in endothelial NO synthase bioavailability (32). Although endothelial
dysfunction has been considered an important issue in patients with MetS, the results of
studies on serum NO metabolite levels in patients with MetS have been contradictory
(33,34). Sun et al(33) showed that NO metabolite levels were reduced in MetS.
However, Asl et al. (34) showed higher NO metabolite concentration in subjects with
MetS and type 2 diabetes.

The current study has several limitations to consider. First, the group sizes are
small and this cross-sectional study could not determine causality between metabolic

abnormalities and OS. Larger, prospective studies are needed to establish the
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relationship between MetS components and OS. Second, this study examines the redox
state by measuring plasma concentrations but does not evaluate the effects on various
tissues involved. However, the findings obtained via plasma concentrations could
reflect what is occurring in different body tissues.

In conclusion, AOPP, and TRAP/uric acid may be considered useful markers to
estimate the degree of oxidant-antioxidant redox in MetS patients. The positive
correlation verified between uric acid and nitric oxide reinforces the importance of uric
acid as a marker of endothelial dysfunction. At last, this study also provides evidence
that hypertriyacylglycerolemia, hyperglycemia and HOMA-IR, low levels of HDL-C,
inflammation and high levels of uric acid are closely linked to elevated systemic
oxidative stress shown especially by AOPP, but also in some degree by FOX, in MetS

patients.
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Table 1: Demographic and biochemical values of metabolic syndrome patients and controls

MetS group Control group P
(n:76) (n: 20)
Age (media £SD) 49.849.09 48.0+4.4 NS
Sex (male/female) 15/61 1/19 NS
Etnics (caucasian/not 60/16 13/7 NS
caucasian)
Smoking/not smoking 7169 4/16 NS
Alcohol intake 4/72 1/19 NS
Anti-hypertensive Yes/no 46/30 0/20 <0.0001
ACE 27 (58.7%)
B blockers 16 (34.8%)
Diuretics 24 (52.2%)
Angiotensin Il receptor 5 (10.8%)
antagonists
CCB 3 (6.5%)
BMI (mean £SD) 36.82+6.85 23.07+1,65 <0.0001
WC (cm) 114.32+13.92 86.2246.13 <0.0001
WHR 0.95+0.08 1.39+2.08 0.096
SBP (mmHg) 130.23+£19.14 108.4+16.51 <0.0001
DBP (mmHg) 80.66+16.51 71.90+9.10 0.0254
Creatinine (mg/dL) 0.75+0.25 0.70+0.11 0.8117
Triacylglicerol (mg/dL) 186.63+108.26 89.76+27.57 0.0005
TC (mg/dL) 204.94+45.87 202.17+30.78 0.8143
HDL-C (mg/dL) 46.58+8.27 62.88+8.89 <0.0001
LDL-C (mg/dL) 122.90+44.32 108.53+47.46 0.2236
TC/HDL-C ratio 4.48+1.08 3.27+0.63 <0.0001
LDL-C/HDL-C ratio 2.65+0.94 1.97+0.57 0.0062
Fasting glucose (mg/dL) 126.51+62.99 87.19+7.58 0.0151
Fasting insulin (mg/dL) 15.77+10.69 6.59+2.37 0.0012
HOMA-IR 5.36+4.04 1.44+0.58 0.0003
AST (U/L) 27.13+9.44 17.94+4.13 0.0002
ALT (U/L) 41.86+21.01 32.82+5.69 0.0837
GGT (U/L) 61.36+67.33 24.53+12.02 0.0279
CRP (mg/dL) 7.7316.62 1.74+1.26 0.0004
Uric acid (mg/dL) 5.23+1.37 3.74+1.02 0.0001

Mann-Whitney test. Data are meanzSD or (percentage)

SD: standard deviation, ACE: angiotensin-converting enzyme. CCB: calcium channel blocker,
BMI: body mass index, MetS: metabolic syndrome, WC: waist circumference, WHR: waist-hip-
ratio, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, TC: total cholesterol, HDL-C:
high density lipoprotein- cholesterol, LDL-C: low density lipoprotein- cholesterol, HOMA-IR:
Homeostasis Model Assessment-Insulin resistance, AST: aspartate aminotransferase, ALT:
alanine aminotransferase, GGT: gamma-glutamil transpeptidase, CRP: C-reactive protein.
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Table 2: Oxidative stress parameters of MetS and control groups

OS parameters MetS group n: 76 Control group n: 20 P
Hydroperoxides 17664 13968 0.1478
(cpm)
(7542-56972) (3239-31538)
AOPP 184.23 159.54 0.0084
(umol/L)
(79.35-545.55) (90.37-217.24)
FOX 1.38 1.38 0.2472
(mM)
(0.36-3.23) (0.74-1.67)
TRAP/uric acid (uM of 155.48 181.48 0.0481
Trolox) index
(97.34-479.77) (121.05-330.87)
AOPP/TRAP index 1.32 0.80 0.0020
(0.21-4.33) (0.30-1.46)

Mann-Whitney test. Data are median and interquatrtiles (25-75)
OS: oxidative stress, MetS: metabolic syndrome, AOPP: Advanced oxidation protein products, FOX:
Ferrous Oxidation-Xylenol Orange Assay, TRAP: Total radical trapping antioxidant parameter.



Table 3: Relationship between MetS components with oxidative stress biomarkers.

AOPP (umol/L) FOX (mM) NO (umol/L)  TRAP/uric acid
index
Hyperiension
No (30) 213.0 1.44 4.55 145.3
(135.3-312.9) (1.14-1.90) (3.41-5.89) (118.0-172-9)
Yes (46) 184.0 1.38 4.79 160.4
(126.9-279.2) (1.10-1.86) (3.71-6.03) (134.8-178.3)
BMI >30
No (12) 169.0 1.185 4.97 154.7
(120.6-284.6) (0.858-1.508) (4.04-6.40) (125.1-172.2)
Yes (64) 202.7 1.440 4.70 158.9
(132.8-282.1) 1.155-1.960)* (3.56-5.79) (134.7-179.3)
Fasting glucose
>100mg/dL
No (27) 157.2 1.37 3.96 173.8
(125.7-227.5) (1.14-1.86) (3.08-4.92) (148.3-186.7)
Yes (49) 222.2 1.42 4.84 151.0
(151.5-323.3)* (1.10-2.01) (3.73-6.49) (128.9-169.0)*
HDL-C <
40mg/dL or
50mg/dL
No (32) 156.8 1.310 4.33 151.8
(123.1.242.5)* (1.140-1.990) (3.30-6.03) (135.6-187.1)
Yes (44) 226.6 1.430 4.83 160.4
(141.2-337.6) (1.153-1.857) (3.81-6.21) (129.4-176.3)
Triacylglycerol
>150mg/dL
No (31) 132.8 1.312 4.61 170.0
(103.9-182.0) (1.070-1.748) (3.43-5.21) (141.2-191.4)
Yes (45) 241.7 1.450 4.77 151.0
(168.9-350.4)** (1.145-1.960) (3.69-6.49) (128.3-166.0)*
CRP
>3,0mg/dL
No (23) 156.8 1.254 4.11 148.6
(125.7-222.8) (0.750-1.517) (3.16-6.20) (132.0-175.7)
Yes (53) 224.4 1.460 4.83 155.6
(137.8-315.9)*  (1.177-2.005)*  (3.72-6.10) (134.9-182.5)
Uric acid
>4.5mg/dL
No (23) 137.8 1.569 3.71 186.4
(106.6-226.1) (1.092-1.903) (3.24-4.95) (175.4-203.1)
Yes (53) 222.1 1.375 4.80 148.3
(155.4-296.7)* (1.148-1.878)  (3.77-6.49)*  (128.3-165.9)**
GGT
>55 U/L
No (58) 184.30 1.46 4.98 141.82
(96.6-421.91) (0.73-2.67) (2.38-11.09)  (117.45-245.07)
Yes (18) 182.68 1.32 4.70 162.53
(79.35-545.55) (0.36-3.23) (0.64-11.88) (97.34-479.77)
HOMA-IR
>25
No (8) 151.58 1.74 3.93 181.63
(103.83-260.85) (0.94-2.02) (3.46-6.13) (161.89-479.77)
Yes (68) 244.53 151 4.87 154.95
(80.61-545.55)* (0.36-3.23) (0.64-11.09)  (97.34-245.07)**

Mann-Whitney test. Data are median and interquartiles (25-75). Patients n: 76. AOPP: Advanced oxidation protein
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products, FOX: Ferrous Oxidation-Xylenol Orange Assay, NO: Nitric oxide, TRAP: Total radical trapping
antioxidant parameter, BMI: Body mass index, HDL-C: High density lipoprotein, CRP: C-reactive protein, GGT:
gamma-glutamil transpeptidase, HOMA-IRomeostasis Model Assessment-Insulin resistance. *p<0.05 **p<0.0001



62

NO (umol/L)

Fig. 1: Spearman’s correlation between nitric oxide (NO) and uric acid (UA) serum concentrations in
metabolic syndrome patients (r= 0.2760; p = 0.0313).
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Abstract

Abstract

The hypothesis tested was that extra-virgin olive oil and fish oil would have a
synergistic action on several parameters related to metabolic syndrome (MetS). One
hundred and two patients (81 female and 21 male) with MetS (aged 51.45 years) from
the ambulatory of the University Hospital of Londrina, Parana, Brazil participated in
this interventional study. A control group (CG) maintained their usual diet; the fish oil
group (FO) received 3 g/d of fish oil n-3 fatty acids originated from sardines; the olive
oil group (OO) received 10mL/d of extra-virgin olive oil, and the fish and olive oil
group (FOO) received 3 g/d of fish oil and 10mL/d of extra-virgin olive oil.
Assessments were performed at baseline and after 90 days. In relation to baseline
values, there was a significant decrease in FOO in LDL-C (p<0.05), and TC/HDL-C
(p<0.05) and LDL-C/HDL-C (p<0.05) indexes after 90 days and differences across
treatment groups showed a statistically significant decrease in TC (p<0.05) and LDL-
C (p<0.05) when FOO was compared with CG and OO, respectively. In relation to
baseline values, there was a decrease in hydroperoxides (p<0.05), in advanced oxidation
protein products (AOPP) (p<0.05) and in AOPP/ total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP) index (p<0.05) in FOO, and an increase in TRAP/uric acid ratio in
OO (p<0.05) and in TRAP/AOPP index (p<0.05) in FOO after 90 days. The present
study provides evidence that increased dietary n-3 PUFA and extra-virgin olive oil have

beneficial synergistic effects on lipid metabolism and oxidative stress in MetS patients.
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Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a multi-component disorder characterized by
hypertriglyceridemia, low HDL-cholesterol, hyperglycemia, abdominal obesity, and is
closely linked to cardiovascular (CV) disease and type 2 diabetes mellitus [1]. MetS
patients have higher oxidative damage, caused by an imbalance between reactive
oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) production and antioxidant defenses [2]. Several
studies have reported that a Mediterranean dietary pattern, in which olive oil is the main
source of fat, is associated with a decrease in CV and overall mortality [3-5]. Olive oil
is rich in MUFA and antioxidant compounds, mainly phenolic compounds, and is
capable to reduce one or more risk factors of MetS [6]. In addition, an ltalian study
showed that regular consumption of olive oil, compared with no or infrequent
consumption, significantly reduce mortality risk by 24% in men and women with

previous myocardial infarction. [7].

The proposed mechanisms by which virgin olive oil can exert its beneficial
effects on cardiovascular risk include improvement of lipid profile, through a decrease
in total and LDL-C and an increase of the HDL-total cholesterol ratio [8-11], reduction
of LDL-C susceptibility to oxidation and amelioration of oxidative vascular damage

[10,12], and improved endothelial function and blood pressure [12,13].

Another intervention that may reduce CV risk in patients with MetS is
increasing the relative abundance of omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFA)
namely eicosapentaenoic acid (EPA) and docosaexaenoic acid (DHA) in the diet [14].
Several studies have suggested that fish or dietary n-3 PUFA intake may have beneficial

effects on the prevalence of MetS [15] and on its individual components [16].

The treatment of dyslipidemia is a cornerstone in the prevention of CV diseases,

and clinical trials have consistently demonstrated that a reduction in LDL-C levels is of
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primary importance in risk reduction. Epidemiological studies, which have been
focused on fatty acids dietary consumption, have shown contradictory results for PUFA.
Some studies have reported a reduction in total cholesterol (TC) and LDL-C
concentrations [17,18]. Conversely, others have shown no change in TC or a slight
increase in LDL-C [19]. Meantime, the more consistent result using fish oil is the
decrease in triacylglycerol levels [20].

Olive oil may act synergistically with fish oil by increasing the incorporation
of n-3 fatty acids in cell membranes [21,22]. In a previous study, we verified that
association of fish oil and olive oil had more beneficial effects than isolated use of fish
oil in patients with rheumatoid arthritis [23]. Our main assumption was that olive oil
and fish oil would have a synergistic action on several parameters of metabolic
syndrome, which could be even superior to the expected benefit with the use of one
isolated oil.

Because several features of the MetS are associated with enhanced lipoproteins
levels and oxidative stress markers, it is relevant to investigate if these markers can be
lowered by altering dietary fat intake, especially by MUFA and PUFA. While previous
researchers have focused their studies on the effect of olive or fish oil on the incidence
and prevention of metabolic syndrome, the aim of present study is to investigate the

effects of olive and fish oil 0@V risk factors and oxidative stress in MetS patients.

Methods and Materials
Participants

One hundred and two patients (81 female and 21 male) with MetS (aged 51.45 +
8.27 years) from the ambulatory patients of the University Hospital of Londrina, Parana,

Brazil participated in this interventional study. Their motivation was related to the
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intake of a non-pharmacological therapy that was practically without side effects. The
exclusion criteria were thyroid, renal, hepatic, gastrointestinal or oncological diseases
and utilization of lipid-lowering drugs, estrogens replacement therapy, drugs for
hyperglycemia, and intake of fish oil supplements. Patients who were taking
antihypertensive drugs were not excluded and were allowed to continue taking the same
dose of the drugs. None of the subjects followed a specific diet before the study began.
The patients were instructed not to change their usual diets, alcohol intake, level of
physical activity or other lifestyle factors throughout the intervention period. This study
was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration of Helsinki and
all procedures involving human patients were approved by the Ethical Committee of the
University of Londrina, Parana, Brazil (study protocol CEP 258/08). Written informed
consent was obtained from all patients. Anthropometric measurements, oxidative stress
and biochemical parameters were assessed at the beginning of the study and after 90
days. MetS was defined following the Adult Treatment Panel Ill (ATP III) criteria [24].
When three of five of the listed characteristics were verified, a diagnosis of MetS was
performed 1) Abdominal obesity: waist circumfererc€02 cm in men and 88 cm in
women; 2)Hypertriglyceridemia>150 mg/dl (1.695 mmol/L); 3) Low levels of HDL
cholesteral<40mg/dl (1.036mmol/l) in men ar50 mg/dl (1.295 mmol/l) in women;

4) High blood presure>130/85 mmHg; 5) High fasting glucose120 mg/dl.

Experimental protocol

Before beginning the study, the patients were followed up on a regular basis.
Patients were randomly assigned to one of four groups: The first group (control group-
CG, n 42) was only instructed to maintain its usual diet; the second group (fish olil

group-FO, n 21) received 3 g/d of fish oil n-3 fatty acids (ten capsules); the third group



68
(olive oil group-OO0, n 13) received 10mL/d of extra-virgin olive oil at lunch and dinner
and the fourth group (fish oil and olive oil group-FOO, n 26) received 3 g/d of fish oll
n-3 fatty acids and 10mL/d of extra-virgin olive oil. Each fish oil capsule contained 180
mg of EPA and 120 mg of DHA originated from sardines. The capsules were given at
breakfast, lunch and dinner. Fish oil capsules were provided by Opcdo Fenix
manufacturers of pharmaceutical products, Sao Paulo, Brazil. The subjects were
recommended to refrain from resting after meals to avoid unpleasant effects. All the

groups were evaluated at the beginning of the study and after 90 days.

Steps taken to optimize compliance

Before each trial began, it was ensured that the patients understood that they
could be allocated to any group. Boxes of fish oil capsules were handed out at the initial
interview and at the two later visits. The subjects were asked to return the boxes at each
visit so that the number of capsules taken could be estimated by questioning the patients
and counting the remaining capsules. Olive oil compliance was measured by
guestioning the patients, counting the olive oil bottles consumed and the quantity, which
remained in the bottle when patients returned for their clinical and nutritional

evaluation.

Anthropometric and Blood Pressure Measurements

Height and weight were measured in the morning with subjects wearing light
clothing, but no shoes. After 5 minutes of rest, each subject had his/her blood pressure
measured on the left arm with the subject in a sitting position. We considered the
current use of antihypertensive medication as an indication of high blood pressure.

Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared.
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Waist circumference was measured at the umbilical level with the subjects standing
after normal expiration and the hip girth was measured at the widest part of the hip and,

the waist and hip ratio (WHR) was calculated.

Biochemical and Inflammatory Biomarkers Measurements

After fasting for 12 hours, the subjects underwent the following laboratory blood
analysis: glucose, total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triacylglycerol (TG), uric acid, which
were evaluated by a biochemical auto-analyzer (Dimension Dade AR, Dade Behring,
Deerfield, IL, USA), using Dade Behring® kits. Plasma insulin levels were determined
by MEIA (AXSYM, ABBOTT® Laboratory). Serum highly sensitive C-reactive
protein (CRP) was measured using a nephelometric assay (Behring Nephelometer I,
Dade Behring, Marburg, Germany). All samples were centrifuged at 3,000 rpm for 15
minutes, and plasma or serum aliquots were stored at -70°C until assayed. Interassay
and intraassay CVs for all assays were <10% as determined in human serum.

The Homeostasis Model Assessment insulin resistance (HOMA-IR) was used as
a surrogate measure of insulin sensitivity [25]. HOMA-IR = insulin fastimg/(mL) X

glucose fasting (mmol/L) / 22.5.

Oxidative Stress Measurements
Samples for evaluating oxidative stress and total antioxidant capacity were
performed with EDTA as anticoagulant and antioxidant. All samples were centrifuged
at 3.000 rpm for 15 minutes and plasma aliquots stored at -70°C until assayed.
Analysis of plasma hidroperoxide concentrations by tert-butyl hydroperoxide-

initiated chemiluminescence (CL-LOOH) assay in plasma was evaluated as described
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previously by Gonzalez-Flecha et al. [26] and reported previously by our group [27].
The results are expressed in counts per minute (cpm).

Determination of Advanced Oxidation Protein Products (AOPP) was determined
in the plasma using the semiautomated method described by Witko-Sarsat et al. [28].
AOPP concentrations were expressed as micromoles per liter (umol/L) of chloramines-
T equivalents.

Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) was determined as reported
by Repetto et al. [29]. This method detects hydrosoluble and/or liposoluble plasma
antioxidants by measuring the chemiluminescence inhibition time induced by 2,2-azobis
(2-amidinopropane). The system was calibrated with the vitamin E analog TROLOX,

and the values of TRAP are expressed in equivalemn¥iofrolox.

Statistical Analysis

The Wilcoxon matched pairs test was performed to verify changes from baseline
(intra-group changes). Kruskal-Wallis with post hoc Dunn’'s test was performed to
verify differences across treatment groups (inter-group changes). ANOVA with post
hoc Tukey’'s was performed to compare differences between the groups at baseline.
Data are presented as the mean (£ SD) or median and interquartile range (25%-75%).
Significance was set at p-value< 0.05. The statistical analysis program R was used for

evaluations.

Results

One hundred and twenty eight patients entered the study and 102 completed the
intervention. Twenty-six participants did not return for the second clinical visit, ten
from the CG, ten from the FO, and six from the FOO. All patients from OO returned

after 90d. Accordingo self-reports, each subject’s lifestyle was unchanged throughout
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the study. In all groups, subjects did not drink alcohol regularly.
Despite their known influence on lipid and glucose metabolism, we could not
ask the patients to stop using antihypertensive medication (diuretic hludkers)
during the study because their medical necessity, but there was no statistically

significant difference between groups when they were compared.

No significant differences were found at the baseline characteristics between the
four groups of MetS patients assigned to each diet in the intervention study (Table 1).
With regard to clinical and anthropometric parameters, no intra-group changes were
observed, whereas there was a reduction in (340.05) in OO compared to FO after

90 d intervention (Table 2).

There was a significant decrease in FOO in LDL-C (p<0.05), and TC/HDL-C
(p<0.05) and LDL-C/HDL-C (p<0.05) indexes after 90d when compared to baseline
values (Table 3). Differences across treatment groups showed a statistically
significant decrease in TC (p<0.05) and LDL-C (p<0.05) when FOO was compared

with CG and OO, respectively (Table 3).

With respect to OS, there was a decrease in AOPP in CG (p<0.05), and in
hydroperoxides (p<0.05), AOPP (p<0.05) and AOPP/TRAP index (p<0.05) in FOO
after 90d when compared to baseline values, whereas an increase was verified in
TRAP/uric acid ratio in OO (p<0.05) and in TRAP/AOPP index (p<0.05) in FOO after

90d when compared to baseline values (Table 4).

Differences across treatment groups showed a statistically significant
decrease in hydroperoxides (p<0.05) when FOO was compared with CG, whereas there

was an increase in TRAP/AOPP (p<0.05) in FOO when compared to FO (Table 4).
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Discussion

The main findings of the present study were that extra-virgin olive oil given
concomitantly with fish oil improved lipid metabolism, decreased prooxidant state and
increased antioxidant defenses. Of note, olive oil alone decreased abdominal adiposity
when compared to fish oil and improved antioxidant defenses when compared to the
control group.

Another important result observed in this study was the decrease in LDL-C levels,
TC/HDL-C and LDL-C/HDL-C indexesyhich represent atherogenic risk factors
similar to increased apolipoprotein-B levels [30], after 90 days of supplementation with
fish oil and olive oil. Regarding TC and LDL-C, randomized controlled trials
supplementing fish oil to MetS patients have shown conflicting results [31,32]. Our
group has recently verified an increase in TC and LDL-C levels when high fish oll
doses (3g/d) were used for 3 months and that soy based derived product (kinako)
attenuated this undesirable effect [33]. A large-scale clinical trial showed that 1.8g g/d
EPA did not affect TC, LDL-C or HDL-C, but significantly reduced TG in 14981
patients for a period of 5 years [32].

The most consistent finding in lipid profile when fish oil n-3 fatty acids are used in
doses of 2-4 g is a lowering of triglycerides concentration [34]. Of note, fish oil n-3
fatty acids are recommended for prescription in patients with severe
hypertriacylglycerolemia [33]. Perhaps, in the present study, this expected decrease was
not observed because the baseline values verified in FO was much lower than in the
other groups. Regarding glucose metabolism, although adverse effects on glucose
metabolism have been reported when n-3 fatty acids were used in doses above 3g/day
[33], concerns on this issue has decreased with meta-analysis and reviews showing no

adverse effect on glycemic control [35] and substantial reduction in cardiac events [36]
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in patients with diabetes mellitus. Meantime, in the present work, as in most
supplementation studies with n-3 fatty acids, we found no significant effect on CRP
levels [37,38]. Extra-virgin olive oil also showed no effects on glucose metabolism or
CRP levels, but its main expected effects are on lipid profile and oxidative stress [39],
which was only shown in the present study when extra-virgin olive oil was associated
with fish oil ingestion.

Oxidative stress may play an important role in the etiology of various risk
factors of metabolic syndrome-related manifestations, including atherosclerosis,
hypertension, type 2 diabetes, adiposity, and insulin resistance [40]. The role of n-3
PUFAs in reducing oxidative damage and restoring free radical homeostasis is not
completely understood. Although some studies suggest that EPA e DHA may reduce
oxidative damage in humans and animals [41,42], others have suggested that
supplementation with highly unsaturated n-3 PUFA can increase OS in both humans
and animals [43-45]. However, there is considerable evidence that n-3 PUFAs have
antioxidant rather than pro-oxidative effects [46]. One of the possible reasons to explain
the decrease in prooxidant markers with fish oil is its role in decreasing inflammatory
status, although CRP have not shown significantly decreased values in the present study
after fish oil supplementation. However, advanced oxidation protein products (AOPP)
may be a potential inducer of cellular inflammation vivounder certain
pathophysiological circumstances, and thus AOPP are not only markers of oxidative
stress, but also act as inflammatory mediators [47]. Of note, in the present study,
reduced AOPP levels were verified in FOO after 90 days.

The mechanisms by which extra-virgin olive oil can exert its protective
antioxidant effect can be explained by the activity of polyphenols or by the combined

protective effect of both polyphenols and MUFA content. Extra-virgin olive oil has
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been shown to counteract both metal-and radical-dependent LDL oxidation, and to act
as chain-breaking antioxidant for lipid peroxidation [48]. Besides their own antioxidant
capacity, extra-virgin olive oil could protect the activity of other biological antioxidants
such as vitamin E [49]. The PREDIMED (Prevencion con Dieta Mediterranea) study, a
large parallel multicenter, randomized controlled trial, recently demonstrated that non-
enzymatic antioxidant capacity measured by TRAP and ferric reducing antioxidant
potential improved after Mediterranean diet supplemented with virgin olive oil and nuts
[50]. The antioxidant effects of extra-virgin olive oil phenolic compounds have mainly
been tested in patients with an enhanced oxidative stress status, such as MetS. Reported
data suggest that supplementation with polyphenol-rich food may offer health benefits
in young and middle-aged healthy population by increasing antioxidant capacity in
plasma [51], modifying the lipid profile [52], preventing oxidative damage [53], or
improving antioxidant enzyme function [54].

In the current study, OO showed a statistically significant increase in TRAP/uric
acid ratio at end of study. In addition, FOO decreased OS prooxidant markers shown by
hydroperoxides and AOPP levels and increased antioxidant defenses shown by
TRAP/AOPP index. The use of TRAP has been proposed to explore the antioxidant
capacity of plasma sample. TRAP evaluates the antioxidant capacity due to known and
unknown antioxidants present in the sample as well as their mutual co-operation. In
addition, the measure of TRAP in conditions associated with hyperuricemia, as is the
case of MetS patients, may be jeopardized because uric acid concentration is
responsible for 60% of plasmatic total antioxidant capacity and some reports have
verified an unexpected increase in total antioxidant capacity in MetS patients [55].
Thus, a correction of total antioxidant capacity based on uric acid concentration is

needed [56].
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The current study has several limitations to consider. First, the small number
of the subjects; second, although the patients were instructed not to change their usual
diets or other lifestyle factors throughout the intervention period, those variables were
not directly measured.

In relation to the consistency of our initial hypedis, the present study seems to
confirm the assumption that olive oil and fish oil have a synergistic action, which was
more evident in changes verified in lipid profile and oxidative stress.

In conclusion, the present study provides evidence that increased dietary n-3
PUFA and extra-virgin olive oil have beneficial synergistic effects on lipid metabolism
and oxidative stress in MetS patients.

Further studies are needed to determine the mechanisms underlying the effects
of n-3 PUFAs and extra-virgin olive oil and to relate this topic to human health, so that

novel preventive and therapeutic approaches for MetS can be developed.
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Table 1: Demographic and clinical aspects in patients with metabolic syndrome at the beginning of the

study.
CG FO 00 FOO
(n: 42) (n: 21) (n: 13) (n: 26)
Age 51.7#8.2 52.87.8 51.947.4 49.59.4
Sex (female/ male) 33/9 18/3 8/5 22/4
Ethnicity 29/13 14/7 11/2 22/4
(caucasian/not
caucasian)
Smoking/not 5137 3/18 1/12 2124
smoking
Alcohol intake 3/39 2/19 0/13 2/24
yes/no
Anti-hypertensive 25/17 12/9 8/5 16/10
Yes/no

Data are mediatSD. Wilcoxon test was performed to verify changes from baseline. CG: control group;
FO: fish oil group; OO: olive oil group; FOO: fish and olive oil group.
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Table 2: Clinical and anthropometric parameters in patients with metabolic syndrome at the beginning

and after 90 days of the study.

Variables CG FO (0]0) FOO
(n: 42) (n: 21) (n: 13) (n: 26)
baseline 90-d baseline 90-d Baseline 90-d Baseline 90-d
BMI (kg/m2) 37.70 35.60 32.66 32.90 32.50 32.68 33.19 32.58
(27.14-50.95) (26.70-50.20) (27.00-41.50) (27.29-41.50) (26.74-48.10) (26.00-48.00) (27.10-46.20) (26.23-49.00)
WC (cm) 113.0 113.0 114.0 117.0 104.0 102.0 107.0 106.50
(88.0-153.0)  (88.0-140.0) (104.0-127.0) (103.0-128.0) (88.0-129.0) (80.0-126.0¢  (92.0-128.0)  (79.0-122.0)
WHR 0.96 0.94 0.93 0.92 0.97 0.94 0.92 0.92
(0.79-1.12) (0.75-1.08) (0.77-1.05)  (0.79-1.06) (0.86-1.09) (0.82-1.07) (0.83-1.02)  (0.80-1.02)
SBP (mmHg) 125.0 129.0 130.0 128.0 130.0 125.0 125.0 129.0
(76.0-170.0)  (78.0-180.0) (102.0-168.0) (100.0-156.0) (100.0-181.0) (120.0-149.0) (100.0-177.0) (100.0-164.0)
DBP (mmHg) 79.0 75.0 73.0 80.0 84.0 70.0 76.0 82.0

(38.0-109.0)  (53.0-119.0)  (52.0-100.0) (56.0-100.0) (70.0-120.0)  (85.0-115.0)  (67.0-109.0)  (60.0-110.0)

Data are median and interquartiles (25%-75%/)jlcoxon test was performed to verify changes from
baselire (intra-group changes). Kruskal-Wallis with post hoc Dunn’s test was performed to verify
differences across treatment groups (inter-group changes).CG: control group; FO: fish oil group; OO:
olive oil group; FOO: fish and olive oil group. BMI: body mass index; WC: waist circunference; WHR:
waist-hip-ratio; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure;

Inter-group changes:

¢ Percentage of change from baseline: FO versus OO (p<0.05)
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Table 3: Biochemical and inflammatory biomarkers in patients with metabolic syndrome at the beginning

and after 90 days of the study

Variables CG (n: 42) FO (n:21) 0O (n: 13) FOO (n: 26)
Baseline 90-d Baseline 90-d Baseline 90-d Baseline 90-d
Triacylglycerol 192.0 150.0 118.0 123.0 191.0 157.0 144.50 104.0
(mg/dL) (48.0-404.0)  (60.0-573.0) (53.0-404.0) (64.0-573.0) (80.0-326.0)  (81.0-415.0) (36.0-336.0)  (45.0-537.0)
TC (mg/dL) 207.0 212.0 209.0 212.0 216.0 204.0 211.50 190.50
(128.0-313.0) (121.0-357.0) (158.0-277.0) (157.0-308.0) (167.0-262.0) (139.0-296.0) (32.0-344.0) (130.0-274.0%%
HDL-C (mg/dL) 46.0 47.0 45.0 47.0 45.0 43.0 46.50 46.50
(29.0-67.0)  (28.0-69.0)  (32.0-79.0)  (28.0-67.0)  (29.0-69.0)  (22.0-56.0)  (24.0-65.0) (35.0-66.0)
LDL-C (mg/dL) 116.50 121.0 136.0 133.0 126.0 125.50 149.50 122.0
(50.0-229.0)  (58.0-175.0)  (98.0-203.0)  (84.0-235.0) (77.0-166.0)  (58.0-215.0)  (79.0-269.0)  (71.0-193.0* §
Fasting glucose 102.0 102.0 101.0 103.0 93.0 86.0 99.50 98.50
(mg/dL) (81.0-280.0)  (75.0-310.0)  (82.0-297.0)  (84.0-305.0)  (79.0-150.0)  (75.0-132.0) (86.0-166.0)  (86.0-154.0)
Fasting insulin 14.65 15.40 8.70 8.90 13.90 14.50 11.70 11.60
(mg/dL) (4.00-28.30)  (5.70-32.30)  (3.50-30.0)  (3.50-16.80)  (2.80-31.40)  (2.20-58.0) (4.0-23.0) (6.20-28.70)
HOMA-IR 4.03 3.83 2.33 2.07 3.42 2.93 3.13 2.83
(0.99-11.65)  (1.30-17.53)  (0.27-14.30) (0.78-12.65)  (0.23-8.68)  (0.52-11.89)  (1.59-6.03) (1.39-7.53)
Uric acid 4.98 5.17 5.04 5.06 4.75 4.79 4.38 4.63
(mg/dL) (2.70-10.18)  (1.01-8.96)  (3.39-10.18)  (3.84-8.03)  (2.61-6.35)  (3.42-7.53)  (2.61-6.35) (3.22-6.53)
CRP (mg/dL) 4.60 5.30 4.57 3.95 1.05 2.61 3.76 3.26
(0.76-33.40)  (0.47-36.40)  (1.30-16.30)  (0.38-10.40)  (0.40-13.0)  (0.47-6.90)  (0.72-26.60)  (0.48-13.50)
TC/HDL-C index 4.13 4.26 4.54 4.93 4.80 4.54 4.98 4.40
(2.58-7.16)  (2.69-7.39)  (2.87-6.83)  (3.06-7.39)  (2.78-6.65)  (2.48-10.27)  (2.80-8.66) (2.84-7.02)
LDL-C/HDL-C 2.34 2.42 3.03 3.03 2.97 2.80 3.25 2.88
index (1.16-4.98)  (1.13-4.40)  (1.70-4.83)  (1.84-4.65)  (1.17-4.05)  (1.03-5.03)  (1.55-6.17) (1.58-4.95%

Data are median and interquartiles (25%-75%/)jlcoxon test was performed to verify changes from

baselire (intra-group changes). Kruskal-Wallis with post hoc Dunn’s test was performed to verify

differences across treatment groups (inter-group changes). CG: control group; FO: fish oil group; OO:

olive oil group; FOO: fish and olive oil group. TC: total cholesterol; HDL-C: high density lipoprotein;

LDL-C: low density lipoprotein; HOMA-IR: Homeostatic model assessment — insulin resistance; CRP:

C-reactive protein

Intra-group changes:

*p<0.05

Inter-group changes:

11 Percentage of change from baseline: CG versus FOO (p<0.05)
§ Percentage of change from baseline: OO versus FOO (p<0.05)
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Table 4: Effect of intervention dietary (fish oil, olive oil and fish+olive oil) on oxidative stress parameters

at baseline and after 90 days.

oS CG (n: 42) FO (n:21) OO0 (n: 13) FOO (n: 26)
parameters

Baseline 90-d Baseline 90-d Baseline 90-d Baseline 90-
Hydroperoxide 16833.0 19602.0 22055.0 20866.0 16065.0 14459.0 21990.0 15393.0
(cpm) (7428.0-40694.0) (9388.0-50501.0) (10216.0-58276.0) (9013.0-56972.0) (4865.0-23075.0) (5763.0-25045.0)  (9579.0- (8725.0-

43047.0)  53350.0)< 11
AOPP 210.30 168.65 138.30 130.55 126.88 109.97 120.10 99.03
(umol/L) (80.61-387.26) (75.25-393.45)*  (88.85-302.60)  (79.35-527.25) (69.94-198.64)  (73.31-351.0) (75.35-366.78) (59.92393.45)
TRAP/Uric 161.89 128.13 145.51 134.37 132.88 158.48 164.53 151.96
acid ratio (95.28-245.07) (87.64-537.91) (79.41-210.63)  (87.66-168.84) (90.15-199.35) (121.67-234.70)*  (171.02- (102.87218.8C
1 250.06)

AOPP/TRAP 0.23 0.23 0.20 0.19 0.18 0.13 0.17 0.13
index (0.08-0.53) (0.11-0.59) (0.10-0.45) (0.12-0.91) (0.13-0.32) (0.08-0.36) (0.11-0.52) (0.08-0.55)*
TRAP/AOPP 4.28 4.21 459 5.17 5.44 7.23 5.64 7.42
index (1.90-11.57) (1.69-9.28) (2.20-9.34) (1.09-8.40) (3.10-7.51) (2.75-12.28) (1.94-9.14)  (1.83-12.22)%

Data are median and interquartiles (25%-75%/)lcoxon test was performed to verify changes from
baselire (intra-group changes). Kruskal-Wallis with post hoc Dunn’s test was performed to verify
differences across treatment groups (inter-group changes). CG: control group; FO: fish oil group; OO:
olive oil group; FOO: fish and olive oil group. AOPP: advanced oxidation protein products; TRAP: total
radical trapping antioxidant parameter

Intra-group changes:

*p<0.05

Inter-group changes:

11 Percentage of change from baseline: CG versus FOO (p<0.05)

0 Percentage of change from baseline: FO versus FOO (p<0.05)

t Percentage of change from baseline: OO versus CG (p<0.05)
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6. CONSIDERACOES FINAIS:

Diante da epidemia mundial de SM, observa-se que ha uma tendéncia no
aumento da conscientizacdo de que habitos saudaveis possam prevenir 0 aparecimento
dessa sindrome. No entanto, quando se estabelece o diagndstico de SM, a restricdo
caldrica e a atividade fisica regular, tornam-se medidas de intervencdo imperativas.
Nesse sentido, na tentativa de melhorar a qualidade de vida e a manutencédo da saude
obtida por meio do tratamento convencional de SM, as propriedades funcionais dos
alimentos tornaram-se alvo de extensas pesquisas. Muito se tem descoberto a respeito
desses alimentos e de como eles podem melhorar os principais componentes da SM.
Estudos de intervencdo com alimentos funcionais tém mostrado melhora nos fatores de
risco cardiovascular e no estresse oxidativo em pacientes com SM, e dentre esses
alimentos destacam-se o 6leo de oliva e 0 6leo de peixe. A presente tese de doutorado é
composta de dois artigos; no primeiro, avaliou-se a relagao entre os componentes da SM
e 0 estresse oxidativo (EO) e, com excecdo da hipertensédo arterial, todos os demais
componentes da SM estiveram relacionados ao EO. Este trabalho também demonstrou
uma correlacdo positiva entre acido urico e 6xido nitrico, reforcando a importancia
desses marcadores na disfungcdo endotelial observada em pacientes com SM. No
segundo, demonstrou-se que a associacao do 6leo de peixe e 6leo de oliva apresentava
efeito sinérgico na melhora do perfil lipidico e do EO em pacientes com SM.

Finalmente, espera-se que pesquisas futuras avancem de tal modo que possam
proporcionar uma abordagem holistica dos pacientes, bem como uma avaliagdo do

efeito sinérgico de alimentos consumidos concomitantemente.
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8. ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto:PERFIL METAB()LICO, INFLAMAT()RIO, OXIDATIVO E O EFEITO

DA INGESTAO DE OLEO DE PEIXE E OLEO DE OLIVA EM PACIENTES

COM SINDROME METABOLICA

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima intitulado e que,
caso aceite, fard parte de um dos quatro grupos de estudo mediante sorteio. Os grupos
serdo os seguintes: 1) Pacientes que receberao instru¢des nutricionais (grupo controle);
2) Pacientes que fardo ingestdo de 3 g/dia de Oleo de peixe contendo acidos graxos n-3
(grupo O6leo de peixe); 3) Pacientes que consumirdo de 9,6 mL/dia de 6leo de oliva
extra-virgem (grupo azeite); 4) Pacientes que fardo ingestdo de 3 g/dia de Oleo de peixe
contendo &cidos graxos n-3 e consumirdo de 9,6 mL/dia de Oleo de oliva extra-virgem
(grupo Oleo de peixe e azeite).

Estou ciente que ao fazer uso desses nutrientes ndo terei nenhum risco a minha saude,
uma vez que sao nutrientes que fazem parte da dieta. Por outro lado, n&o terei garantias
de beneficios ao consumir essas substancias, apesar de ter sido esclarecido que muitos
estudos utilizando esses nutrientes tiveram reducdo nos riscos de doencas
cardiovasculares.

No inicio e ap6s 90 dias de acompanhamento/tratamento serei submetido a coleta de
sangue por uma equipe treinada para avaliacdo dos parametros laboratoriais necessarios
e que os riscos deste procedimento sdo minimos como tonturas, vertigens, mal estar.
Caso isso ocorra, serei prontamente atendido. Estou ciente de que este projeto realiza-se
sob a responsabilidade do Prof. Dr Isaias Dichi, que estard disponivel para quaisquer
davidas, esclarecimentos, ou intercorréncias que, por acaso ocorram durante o0 curso
deste estudo. Finalmente, estou também ciente que este estudo se compromete a
assegurar a privacidade dos participantes quanto aos dados obtidos, que posso ter acesso
aos dados obtidos referentes a minha participacdo, que ndo receberei nenhuma
remuneracao por participar desse projeto e de que posso retirar este meu consentimento
a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a minha pessoa. As davidas que surgirem
poderdo ser sanadas com o pesquisador responsavel ou no CEP/UEL conforme

telefones constantes neste termo.

Data:
Nome:




Idade: __ Anos: Telefone:

Endereco:
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Assinatura do Paciente ou responsavel

Prof. Dr. Isaias Dichi
Tel. para contato: 3371-2332
Tel. CEP-UEL: 3371-2490





