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Da Silva, Marilza Celina. Influéncia dos niveis de vitamina D sobre parametros
metabdlicos e de estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com sindrome metabdlica.
Dissertacdo de mestrado em Fisiopatologia Clinica e Laboratorial, Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Introdugdo: A sindrome metabdlica (SM) é um conjunto de fatores de risco
cardiometabolicos, incluindo obesidade, hiperglicemia, hipertrigliceridios, dislipidemia e
hipertensdo. O estresse oxidativo poderia ser um evento que antecederia a fisiopatologia
das doencas cronicas associadas a SM ou uma consequéncia desta desordem. Sabe-se que
a deficiéncia de vitamina D estd associada com o aumento do risco cardiovascular, a
diminuicdo da tolerancia a glicose, diminuicdo da insulina e da sensibilidade a insulina,
e consequentemente, ao desenvolvimento de SM e Diabetes mellitus tipo 2. O mecanismo
pelo qual a vitamina D esté associada ao aumento da prevaléncia da SM ainda néo esta
completamente elucidado.

Objetivo: Neste estudo avaliamos parametros metabolicos e o estado redox de pacientes
com sindrome metabdlica com e sem hipovitaminose D.

Metodologia: Neste estudo foram incluidos 88 mulheres adultas com SM atendidas no
Ambulatério de Clinica Médica e Cardiologia do Hospital Universitario (HU) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Foram coletados dados como idade, presséo
arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD), circunferéncia abdominal (CA),
circunferéncia de quadril (CC) e indice de massa corpérea (IMC). Foram realizadas
dosagens séricas de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-
colesterol), lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), triglicerideos (TG), acido
arico, vitamina D, glicose, insulina. O Homeostatic Model Assessment Insulin Resistance
(HOMA-IR) foi calculado e a resisténcia a insulina (RI) foi considerada quando HOMA
> 2,5. Entre os marcadores do estresse oxidativo, foram determinados a capacidade
antioxidante total do plasma por meio do total- trapping antioxidante parameter (TRAP),
lipoperoxidos (CL-LOOH), produtos avancados de oxidagdo proteica (AOPP),
metabdlitos do oOxido nitrico (NOx), grupo sulfidrila (SH) e a atividade da enzima
paraoxonase 1 (PON1). Os individuos foram categorizados de acordo com niveis de
vitamina D, em que niveis de vitamina D < 30ng/mL indicava hipovitaminose (MetSHD)
e niveis > 30 ng/mL caracterizava quantidade suficiente de vitamina D (MetSD).
Resultados: O grupo MetSHD apresentou niveis elevados de TG (p=0,04), glicose
(p=0,03) e resisténcia a insulina determinado pelo HOMA-IR (p=0,04) quando
comparados ao grupo MetSD. No grupo MetSHD foi encontrado maior nivel de oxidacao
de proteinas identificados pela AOPP (p=0,03) e maiores niveis de metabolitos do NO
(p=0,04) quando comparados ao grupo MetSD. MetSHD apresentou uma tendéncia a
niveis maiores de atividade da PON quando comparados ao grupo MetSD (p=0,06).
MetSHD apresentou correlacdo negativa entre grupo SH e TC (p<0,05), e HDL (p<0,05);
correlacdo negativa entre TRAP/ acido urico e BMI (p<0,05), AC (p<0,05), insulina
(p<0,05). MetSHD apresentou correlagdo negativa entre AOPP e HDL (p<0,05); e
correlagdo positiva entre TG (p<0,05), insulina (p<0,001) e HOMA-IR (p<0,001); e
também apresentaram correlacéo positiva entre NOx e HOMA-IR (p=0,05).
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Concluséo: Sugerimos que a hipovitaminose D em mulheres com SM pode ser
considerada um fator de risco adicional nessa sindrome, haja vista sua relacdo com um
pior quadro metabdlico e oxidativo na populacao sul brasileira.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica, vitamina D, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MetS) is a set of cardiometabolic risk factors,
including obesity, hyperglycemia, hypertriglycerides, dyslipidemia and hypertension.
Oxidative stress seems to play an important role in the development of MS and several
components of this syndrome, such as hypertriglyceridemia and inflammation, induce the
production of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS).
Studies have suggested that oxidative stress could be an event that precede the pathology
of chronic diseases associated with MS or a consequence of this disorder. ROS and RNS
have been implicated in the factors that trigger MS such as obesity, hypertension,
endothelial dysfunction and the pathophysiology of MS. In addition, increased oxidative
stress associated with decreased antioxidant defenses can lead to metabolic disorders and
changes in cellular signaling. Recent studies have shown that vitamin D deficiency is
associated with increased cardiovascular risk, decreased glucose tolerance, decreased
insulin turnover and insulin sensitivity, and consequently the development of diabetes
type 2, and with dyslipidemia. The mechanism by which vitamin D is associated with
increased prevalence of MS has not yet been fully elucidated.

Objective: We evaluated the lipid profile and oxidative/nitrosative status in patients with
MetS with and without hypovitaminosis D, and to correlate oxidative and nitrosative
biomarkers with metabolic in MetS patients with hypovitaminosis D.

Metodology: This study included 88 adult women with MetS were included. Clinical
data as age, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), abdominal
circumference (AC), waist circumference (WC), and body mass index (BMI) was
obtained. Total cholesterol (TG), low density lipoprotein (LDL-cholesterol), high density
lipoprotein (HDL-cholesterol), triglycerides (TG), vitamin D, uric acid, insulin, glucose
was determined. The insulin resistance (IR) was calculated using the Homeostatic Model
Assessment Insulin Resistance (HOMA-IR), and HOMA-IR > 2.5 was considered IR.
The oxidative stress biomarkers evaluated was antioxidant defense using total-trapping
antioxidant parameter (TRAP) technique, plasma lipoperoxides (CL-LOOH), advanced
oxidation protein products (AOPP), nitric oxide metabolities (NOx), sulphydryl groups
(SH), and PON activity. Participants were categorized as hypovitaminosis D when
vitamin D levels were < 30ng/mL (MetSHD) and sufficient when vitamin D levels
presented > 30 ng/mL (MetSD).

Results: MetSHD presented elevated levels of TG (p=0.04), glycose (p=0.03), and IR
determined by HOMA-IR in women with MetSHD (p=0.04) compared with those women
with MetSD. It was found MetSHD presented statistically elevated protein oxidation
demonstrated by AOPP (p=0.03) and elevated levels of NO metabolites (p=0.04)
compared with those with MetSD. MetSHD presented a tendency to higher levels of PON
activity (p=0.06). MetSHD presented negative correlation between SH groups and TC
(p<0.05), and HDL-cholesterol (p<0.05); and presented a negative correlation between
TRAP/ uric acid and BMI (p<0.05), AC (p<0.05), insulin (p<0.05). MetSHD presented a
positive correlation between AOPP and HDL-cholesterol (p<0.05), TG (p<0.05), insulin
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(p<0.001), and HOMA-IR (p<0.001); and presented a positive correlation between NOx
and HOMA-IR (p=0.04).

Conclusion: Our study suggests that hypovitaminosis D in women with MetS may be
considered and additional risk factor in this syndrome, given its relationship with a poorer
metabolic and oxidative profile in this Brazilian population.

Keywords: metabolic syndrome, D vitamin, oxidative stress,
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1. INTRODUCAO

1.1. Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) € um conjunto de fatores de risco
cardiometabolicos, incluindo obesidade, adiposidade visceral; hiperglicemia,
hipertrigliceridios, dislipidemia e hipertensdo (JOHNSON e WEINSTOCK, 2006;
ECKEL et al., 2010).

Nos ultimos 20 anos, o nimero de pessoas diagnosticadas com SM em todo o
mundo tem aumentado significativamente. Associada a epidemia global de obesidade e
diabetes, a sindrome metabdlica, devido ao aumento alarmante de sua incidéncia, pode
ser considerada uma epidemia (REAVEN, 1988). A prevaléncia da SM varia de acordo
com a idade e com o sexo, destacando-se que o envelhecimento do grupo femininino é
marcado pelo aumento de 20% na prevalencia da SM. Na idade entre 40-59 anos, 0s
homens apresentam 40% e mulheres 34% de prevaléncia. Ja na faixa etaria > 60 anos,
homens apresentam 41% e mulheres apresentam 56% de prevaléncia. Diante do exposto,
a SM tornou-se problema de saude publica (FERREIRA et al., 2011).

Com o passar do tempo ocorreu uma mudanga preocupante no estilo de vida das
pessoas, tanto nos paises desenvolvidos como nos em desenvolvimento, determinada pelo
aumento do consumo caldrico e pela diminuicdo da pratica de atividade fisica
(WASSINK, OLIJHOEK e VISSEREN, 2007; FERREIRA et al., 2011). Tendo-se em
vista 0s inimeros riscos associados a essa sindrome, Reaven e colaboradores (2006)
desenvolveram um estudo na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos, os fatores
genéticos e ambientais predisponentes, bem como futuros alvos terapéuticos que
possibilitem ndo somente o tratamento, mas a prevencgdo da SM.

O diagnéstico de SM é realizado de acordo com a | Diretriz Brasileira de
Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabolica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2005), que adota Adult Treatment Panel 11l (ATPIII) proposto pelo
National Cholesterol Education Program (NCEP) revisado em 2004 (GRUNDY et al.,
2004), tendo em vista a simplicidade e a aplicabilidade dessa definicdo para a préatica
clinica (UNGER et al., 2010).

Para SM, sdo necessarios a combinacdo de, pelo menos, trés dos seguintes

critérios:



e Circunferéncia abdominal > 102 cm em homens ¢ > 88 cm em mulheres;

e Triglicerideos > 150 mg/dL ou uso de medicamentos para controle dos niveis de
triglicerideos;

e (Colesterol HDL < 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL em mulheres, ou uso de
medicamentos hipolipemiantes;

e Pressdo arterial sistolica > 130 mmHg e pressdo arterial diastélica > 85 mmHg
e/ou uso de anti-hipertensivos;

e Glicemia de jejum > 100 mg/dL ou uso de hipoglicemiantes orais.

Apesar de a resisténcia a insulina (RI) ndo ser utilizada como critério diagnéstico
para SM, é uma condicdo comum, o que explica manifestacdes clinicas da SM
(DESROCHES e LAMARCHE, 2007). Um estudo mostrou que 0s niveis elevados de
insulina e a RI estdo presentes em pacientes com SM realizado em 37 mulheres e 18
homens da Turquia quando comparados a controles saudaveis (KORKMAZ et al., 2013).

A SM também tem sido associada ao estresse oxidativo, inflamacdo subclinica,
condigdes pro-trombdticas e disturbios fibrinoliticos. No entanto, estes parametros
também ndo sdo usados como critério diagndstico (LTEIF e MATHER, 2004).

1.2. Sindrome Metabdlica e Estresse Oxidativo e Nitrosativo

Os radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas que possuem atomos
que contém um ou mais elétrons ndo pareados. Essa configuracéo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, avidos por elétrons e quimicamente muito reativos,
podendo levar a oxidacdo de outras moléculas. Como no metabolismo celular séo
formados outros produtos reativos que ndo se encontram na forma de radicais livres, estes
sdo chamados de espécies reativas de oxigénio (ERQOs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) (PINHO et al., 2010).

As EROs sao formadas fisiologicamente como parte do metabolismo celular.
Para suprir a necessidade energética celular, o processo metabolico de fosforilacdo
oxidativa mitocondrial leva a geracao de moléculas de ATP, associada ao acontecimento
de reagdes de oxidacéo e reducdo na cadeia de transporte de elétrons na membrana interna
da mitocéndria, levando a reducdo de oxigénio molecular (O2) a dgua (H20). Estima-se
de 95% do O consumido resulte na formacdo de H-O. E o restante ndo é completamente
reduzido, levando a formagéo de EROs (HIBERTSON et al., 2011).



As ERNs também sdo formadas em processos fisiol6gicos ou em resposta a
estimulos inflamatdrios, incluindo os lipopolissacarideos (LPS) e citocinas, como fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e interferon gama (IFN-y), que
estimulam a producéo de oxido nitrico (NO) por induzir a expressdo da enzima oxido
nitrico sintase isoforma induzivel (iNOS). O NO é produzido a partir do metabolismo do
aminoacido L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS) (MAARSINGH et al., 2009;
TELES et al., 2015).

O estresse oxidativo e nitrosativo ocorre quando ha desequilibrio entre
moléculas oxidantes e a capacidade antioxidante como aumento de EROs e ERNS,
diminuicdo da capacidade antioxidante ou ambas as condi¢des (ROBERTS e SINDHU,
2009). As principais EROs e ERNs produzidas sdo radical hidroxila (OHe), o anion
superoxido (027), hidroperoxido (HO2¢), 6xido nitrico (NO¢) e o dioxido de nitrogénio
(NO.) (TELES et al., 2015) (Figura 1).

A peroxidacdo lipidica é provavelmente um evento citotoxico primario que
origina uma sequéncia de lesdes celulares. A peroxidagdo de lipideos de membrana
acarreta em mudancas na estrutura e permeabilidade das membranas celulares, bem como
a producdo de perdxidos lipidicos. Estas alteracGes de membrana modificam a
permeabilidade seletiva, o fluxo de ions e outras substancias, resultando na perda da
seletividade para entrada ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracdes
do é&cido desoxirribonucleico (DNA), oxidacdo de LDL e comprometimento de
componentes da matriz intracelular e extracelular. A peroxidacdo de lipideos na parede
do endotélio vascular contribui para a aterosclerose, risco de acidente vascular cerebral e
infarto do miocérdio (PILLON et al., 2012; TELES et al., 2015).

A acdo da enzima nicotinamida adenina fosfato dinucleotideo (NADH) oxidase,
uma enzima presente nos tecidos renais e cardiovasculares, catalisa a transferéncia de um
elétron para o oxigénio (Oz), produzindo 0 Oz ». Aumento na sua expressao esta associado
a aumento nos niveis de EROs e, consequentemente, do estresse oxidativo (DEVARAJ,
GOYAL e JIALAL, 2008; YOUN et al., 2014).

O estresse oxidativo parece desempenhar um importante papel no
desenvolvimento da SM e varios componentes desta sindrome, incluindo obesidade,
hipertensdo, aterosclerose, inflamacao e diabetes mellitus tipo 2, 0s quais Sao processos
capazes de induzir a producdo de EROs e ERNs (HOPPS e CAIMI, 2013; OHMORI et
al., 2005; ABDILLA et al., 2007; BULENT e ESRA, 2014; YOUN et al., 2014). O



estresse oxidativo poderia ser um evento que antecederia a patologia das doencas cronicas
associadas a SM ou uma consequéncia desta desordem (ROBERTS e SINDHU, 2009).

A obesidade estd associada ao aumento do estresse oxidativo e este pode
desencadear o desenvolvimento da resisténcia a insulina (URAKAWA et al., 2003). Além
disso, 0 aumento do estresse oxidativo associado com diminuicdo das defesas
antioxidantes pode levar a transtornos metabdlicos e alteracGes na sinalizacdo celular
(ROBERT e SINDHU, 2009).

A oxidacdo avancada de proteinas (AOPPs) é formada pela acdo de oxidantes
clorados, incluindo acido hipoclérico e cloraminas, resultantes da atividade das
mieloperoxidases durante acdo inflamatodria de neutréfilos e mondcitos. Os AOPP sdo
definidos como produtos proteicos interligados contendo ditirosina, o que as tornam
importantes biomarcadores da oxidacao de proteinas e tornam possivel estimar o grau de
oxidacdo destas (CAKATAY et al., 2005; CAKATAY, RAYALI e UZUN, 2008;
KORKMAZ et al., 2013). EROs e ERNs podem modificar proteinas direta ou
indiretamente, geralmente de forma irreversivel, e podem causar inibi¢do da atividade de
enzimas, aumento na suscetibilidade de agregacao e protedlise (HOPPS e CAIMI, 2013).

Estudos tém relatado a AOPP como melhor parametro para determinacdo de
estresse oxidativo em pacientes com SM, e também como marcador precoce do diabetes
melittus e SM (SABEKOVA et al., 2006; ZURAWSKA-PLAKSEJ et al., 2014;
MARTIN-GALLAN et al., 2003). A AOPP foi melhor correlacionada com parametros
da SM do que outros marcadores do estresse oxidativo, e em especial com o metabolismo
da glicose (ZURAWSKA-PLAKSEJ et al., 2014). Estudo mostrou que a oxidacdo de
proteinas determinado pela AOPP e pelo pro-oxidante-antioxidante index (PAI), estdo
correlacionados com componentes da SM mais do que a peroxidacdo de lipideos
(VENTURINI, SIMAO E DICHI, 2015).

Na SM, o estado prd-oxidante parece alterar a via de sinalizacdo celular de
insulina e levar a um efeito nocivo sobre o endotélio. Assim, tem-se observado que esta
condicgéo leva a Rl e acelera o processo de aterogenicidade, sendo um fator desencadeador
de diabetes mellitus tipo 2 (ROBERT e SINDHU, 2009; BULENT e ESRA, 2014).

A RI é considerada a base da SM e o estresse oxidativo exerce papel importante
na sua etiologia e complicagdes. A insulina atua na manutengdo dindmica da homeostase
da glicose, tanto na captacdo da glicose quanto na gliconeogénese. Alem disso, outras

acoes da insulina estdo relacionadas com doengas cardiovasculares, incluindo a producéo



de NO e regulacdo das fungdes neurais, explicando a razdo pela qual a R esta associada
a hipertensdo e neuropatia (TELES et al., 2015).

Deve-se destacar que a sinalizacdo classica da insulina pode acoplar outras vias
de sinalizacéo constituindo uma rede complexa de sinais e acdes moleculares. Alteracfes
nas inimeras etapas de sinalizacdo pode induzir a RI. S8o descritos na literatura, o
aumento da fosforilagdo dos substratos dos receptores de insulina ativados, a degradacgéo
desses substratos, atividade aumentada de fosfatases e a ativacdo diminuida de moléculas
da cascata de sinalizacdo da insulina (ROBERT e SINDHU, 2009; FERREIRA et al.,
2011).

O aumento de EROs e ERNs pode levar a ativacdo de serina-quinases, que
fosfoforilam proteinas IRS, que sdo substrato do receptor de insulina, conduzindo a RI. E
relatado que EROs e ERNs estimulam a sinalizacao pré-inflamatéria por ativacédo de IkB
kinase beta () que fosforila residuos de serina de substratos da cadeia de sinaliza¢dao da
insulina, levando a Rl (GRAHAM e ADLER, 2014).

Sabe-se que a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo resultam em
acumulo de metabdlitos de acidos graxos de cadeia longa e diacilglicerol, levando a maior
ativacdo da proteina quinase C (PKC), fosforilacdo de substratos especificos resultando
RI ndo somente nos masculos esqueléticos como também em tecidos adiposos, figado e
vasculatura (SCHENK e tal., 2008).

Dentre os radicais livres, 0 peroxinitrito parece causar danos diretos a estrutura
molecular tanto de receptor de insulina quanto da propria molécula de insulina por meio
de reacGes de nitracdo, o que compromete suas acOes e leva a RI. A nitracdo da insulina
também pode ocorrer devido a hiperglicemia, que induz a diminuicdo de
tetraidrobiopterina (BH4), importante na manutencao da integridade e funcédo da proteina
com residuos de tirosina, como € a insulina, o que resulta em alteracdes e disfuncédo da
molécula. A diminuicdo dos efeitos da insulina sob a via PI3K determina ainda alterac6es
na vasodilatacdo do endotélio-dependente, estando também relacionado a alteraces
cardiovasculares (FERREIRA et al., 2011; POTENZA, ADDABBO E MONTAGNANI,
2009)

A regulacdo das condi¢bes morfoldgicas e fisioldgicas do endotélio é de
fundamental importancia na manutengdo do ténus e da homeostase intravascular,
evitando o aumento da pressao arterial, outro aspecto determinante da SM. Para manter a
homeostase, além do NO, o endotélio produz substancias vasodilatadoras tais como

prostaciclinas e cininas, e também, substancias vasoconstritoras como angiotensina Il e



endotelina. Outros fatores importantes sdo a geracdo de plasminogénio tecidual, a
liberacdo de substancias anti-inflamatorias, de peptidios natriuréticos (peptideo atrial
natriurético, peptideo natriurético tipo B, C e D, a atividade normal da superdxido
dismutase (SOD), evitando a instalacdo de uma situacdo de estresse oxidativo
(CHAMPLAIN e tal., 2004).

Em situacbes de estresse oxidativo, a presenca de radicais superoxido na
vasculatura leva a reagcdo com NO local, formando peroxinitrito (Figura 1). As moléculas
de peroxinitrito provocam danos por atuarem diretamente no DNA celular, além de
induzir o desacoplamento da eNOS. Nessas condicdes, a enzima NADP oxidase leva a
producdo de radicais superoxido, exacerbando o estresse oxidativo e o dano endotelial.
Por outro lado, o dano endotelial criado ativa a enzima iNOS, aumentando a sintese de
NO. Como resultado desse processo, uma resposta inflamatoria serd gerada, com o
recrutamento de mondcitos e linfocitos T para a parede dos vasos (CHAMPLAIN e tal.,
2004).

A inflamagdo associada ao estresse oxidativo é fator determinante na etapa
inicial da aterosclerose. As LDL plasmaticas sdo oxidadas ao chegar a regido intima
arterial, em virtude desse estresse oxidativo instalado. Os macrdéfagos expressam
receptores (scavengers) para lipoproteinas modificadas, englobando essas particulas de
LDL oxidadas, formando células espumosas. A molécula de LDL oxidada, pode ainda
causar disfuncdo no endotélio vascular, alterando seus mecanismos vasodilatadores e
anticoagulantes. Como resultado desse processo, ocorre necrose de células espumosas,
deposicdo de colesterol, fibrose e proliferacdo de fibras musculares lisas, com
estreitamento dos vasos, contribuindo para aumento da resisténcia vascular periférica
observado na hipertensao arterial (CHAMPLAIM e tal., 2004).

Robert e Sindhu (2009) mostraram que estilo de vida, dieta balanceada e
exercicios apresentam um efeito positivo sobre o estresse oxidativo em pacientes com
SM, e diminui as chances de desenvolver doengas cronicas associadas a SM e condicdes
hiperoxidativas. Tomeleri et al. (2017) sugerem que um treinamento resistido durante 12
semanas pode levar a melhoras na composicao corporal, pode reduzir os fatores de risco
da SM e biomarcadores inflamatérios como proteina C reativa (PCR) e TNF-a, em

mulheres brasileiras com média de idade de 70 £ 5,7 anos, sem intervencédo na dieta.



1.3. Sindrome Metabdlica e Sistema Antioxidante

A continua exposicdo a varias moléculas oxidantes leva o organismo a
desenvolver mecanismos de defesa contra essas espécies reativas. O sistema antioxidante
¢ composto por sistema enzimatico superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e sistema ndo enzimético (vitamina A, C, E e B), acido
folico, glutationa, coenzima Q10, acido a-lipdico-LA, carotenoides, flavonoides e
oligoelementos como cobre, zinco, magnésio e selénio (Figura 1). Os antioxidantes
geralmente agem em sinergismo com espécies reativas alvo, amenizando os efeitos do
estresse oxidativo e atenuando a inflamacao a nivel molecular (GARCIA-BAILO et al.,
2011; KOTANI e TANIGUSHI, 2011; GODALA et al., 2016).
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Figura 1. Moléculas pré-oxidantes, antioxidantes e enzimas envolvidas no estresse
oxidativo e nitrosativo.
Fonte propria.



A funcdo da SOD ¢é catalisar a degradacdo do anion superéxido (O2¢) em
peroxido de hidrogénio (H202), molécula menos reativa. O H>O, também possui efeito
oxidante e difunde facilmente pelas membranas das células e citoplasma. Para reduzir
este efeito oxidante e neutralizar a molécula, outras enzimas como CAT e GPx
contribuem para a degradacao do H2O> produzindo agua (H20) e oxigénio molecular (O2)
(ZELKI, MARIANI e FOLZ, 2002) (Figura 1).

Esta enzima faz parte de uma familia de enzimas que contem trés isoenzimas no
organismo de mamiferos, a SOD1 ou CuZn-SOD presente no citoplasma e nucleo das
células; SOD2 ou Mn-SOD presente nas mitocéndrias e a SOD3 ou extracelular
superoxide dismutase (EC-SOD) presente no ambiente extracelular (ZELKI, MARIANI
e FOLZ, 2002). A SOD previne o acimulo de Oz, uma vez que este pode reagir com
6xido nitrico (NO¢) e formar peroxinitrito (ONOQ"), prevenindo o dano oxidativo celular.
S&o a principal defesa antioxidante do organismo, e diversos estudos tém demonstrado a
diminuicdo da atividade dessas enzimas em individuos com SM (ISOGAWA et al., 2009;
CHEN et al., 2012; FEOLI et al., 2014).

A CAT, por sua vez, € uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducao
do perdxido de hidrogénio (H20;), a agua (H20) e oxigénio (O.). Consiste em 4
subunidades de proteina e cada uma contém um ion ferro no grupo heme, que se submete
a oxidagdo ao entrar em contato com molécula de H2O, para produzir Fe** em uma
estrutura chamada composto 1. Uma segunda molécula de H>O; funciona como doador
de elétron e resulta na destruicdo das duas moléculas de H20z e produz O,. CAT é a Unica
enzima que metaboliza o H,O, com alta afinidade e em altas concentragcdes (KOHEN e
NYSKA, 2002), e é encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rim e figado (FEOLI
etal., 2014).

A GPx é uma enzima tetramérica contendo selénio encontrada no citoplasma e
na matriz mitocondrial. A GPx também é encontrada associada a membrana na sua forma
insoltvel, atuando na neutralizacéo de hidroperdxidos lipidicos. Diferentemente da CAT,
a GPx age sobre o H,O> até mesmo em concentracGes pequenas de H2O-. Para isso, GPx
usa glutationa na forma reduzida (GSH) como doadora de préton (H+), que apos reacédo
se torna oxidada (GSSG) (Figura 1). Além de ser responsavel pela diminuicao de H2Op,
ela transforma lipoperoxidos e outros hidroperdxidos organicos em seus correspondentes
compostos hidroxilados, que sdao menos reativos (ISOGAWA et al., 2009; CHEN et al.,
2012; FEOLI et al., 2014).



De acordo com Chen et al. (2012), individuos com SM apresentam atividade
diminuida de GPx, e essa diminuicdo foi associada ao aumento do estresse oxidativo e do
estado pro-inflamatério. A diminuicdo da atividade da GPx também foi associada ao
aumento do IMC e da circunferéncia abdominal.

Outras enzimas também colaboram com a capacidade antioxidante como, por
exemplo, a glucose-6-fosfato desidrogenase que fornece redutores como NADPH
necessarios para a funcdo celular e para regeneracdo de antioxidantes oxidados,
regenerando a glutationa oxidada GSSG para a forma reduzida GSH, ao reduzir o NADH
(KOHEN e NYSKA, 2002).

A paraoxonase (PON) é classificada como uma esterase célcio dependente do
grupo A, esterases que apresentam capacidade de hidrolisar compostos organofosforados,
ao contrario das esterases do grupo B que sdo inativadas por organofosforados. Para sua
atuacdo e estabilidade necessitam de calcio (Ca*?) e sdo amplamente distribuidas pelo
corpo incluindo figado, rins, intestino delgado e soro. A familia de enzimas PON ¢é
constituida por 3 enzimas, PON1, PON2, PON3. A PON1 é uma enzima associada ao
HDL e desempenha um papel importante na prevencao de complicacdes microvasculares
do estresse oxidativo e varias substancias quimicas toxicas. A PON previne a oxidacao
da HDL por hidrolisar peroxidos lipidicos e hidroperoxido, e também previne
modificacGes oxidativas na LDL (RAJEKAR, MOGAREKAR e ADHE-EOJEKAR,
2016).

Em um estudo realizado na populagdo indiana com SM, foram encontrados
niveis diminuidos de PON quando comparados a individuos saudaveis (RAJEKAR,
MOGAREKAR e ADHE-EOJEKAR, 2016). E em outro estudo a PON1 mostrou-se
como um novo marcador da SM (RAJEKAR et al., 2016). Existe a hipotese de que o dano
oxidativo a lipoproteinas, especialmente a HDL-colesterol, leva a reducdo da atividade
da PON1 em situacGes em que 0 estresse oxidativo esta presente, como ocorre em
individuos com SM, devido a alteragbes glicémicas e hiperinsulinemia. Assim, a
atividade diminuida da PON1 parece ser consequéncia da disfuncdo ou modificacéo da
HDL-colesterol, o qual é responsavel pela reducdo na capacidade antioxidante (GARIN
et al., 2005; EREN et al., 2014; ROJEKAR et al., 2016).

A vitamina C, ou acido ascorbico é um antioxidante hidrofilico presente no
plasma. A absorcao de vitamina C ocorre no intestino delgado através do transportador

de vitamina C dependente de sddio. Este transportador também esta presente no tdbulo
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proximal renal, onde reabsorve acido félico (WANNAMETHEE et al.,2006; GARCIA-
BAILO et al., 2011).

A vitamina C desempenha importante papel no sistema imunoldgico e em
processos oxidativos/imunologicos, removendo EROs e ERNS, prevenindo a glicacdo de
proteinas, e protegendo contra a peroxidacdo de lipideos. Os produtos oxidados de
vitamina C, o radical ascorbil e acido dehidroascorbico sdo facilmente regenerados pela
glutationa, NADH ou NADPH. Além disso, 0 &acido ascOrbico consegue reciclar a
vitamina E e a glutationa oxidadas. Contudo, tem sido de grande interesse 0 uso de
vitamina C como antioxidante e anti-inflamatério no diabetes mellitus tipo 2
(WANNAMETHEE et al.,2006; GARCIA-BAILO et al., 2011).

Adicionalmente, a vitamina E ocorre em 4 isoformas (a tocoferol, 3 tocoferol, y
tocoferol e o tocoferol), e a diferenga entre estas isoformas esta na estrutura quimica que
acarreta diferentes fungoes. O a-tocoferol é a forma predominante reconhecida no figado
pela proteina de transferéncia de a tocoferol, ¢ é posteriormente incorporado a VLDL,
enquanto, o y tocoferol € metabolizado e ndo € retido. A suplementacdo de vitamina E ¢
essencialmente de a tocoferol e y tocoferol, sendo encontrado em véarios vegetais, 6leos,
sementes e castanhas (GARCIA-BAILO et al., 2011).

A administracdo de vitamina E aumenta a proliferacdo de linfocitos devido ao
aumento divisdo celular. As agdes anti-inflamatorias parecem estar relacionadas com
inibicdo pds-transcricional da 5-lipoxigenase, enzima envolvida com a sintese de
prostaglandinas. Além, disso, diminui fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB) e
exerce potente efeito antioxidante lipofilico nas membranas celulares e também em
lipoproteinas do plasma como LDL (GARCIA-BAILO et al., 2011). Estudos mostram
que a ingestdo de vitamina E bloqueia a peroxidacdo de lipideos como LDL, previne o
estresse oxidativo associado ao diabetes tipo 2 e anormalidades metabdlicas como
hiperglicemia, dislipidemia, e também suprime a expressao de genes de citocinas pro-
inflamatorias (DEVARAJ e JIALAL, 1999; HAN et al., 2004; THOMAS e STOCKER,
2000; GARCIA-BAILO et al., 2011).

Laboratorialmente pode-se avaliar a atividade enzimatica bem como a dosagem
de outros antioxidantes ndo enzimaticos. No entanto, ha técnicas capazes de mensurar a
capacidade antioxidante total em um sistema biolégico. Um dos métodos mais utilizados
para avaliar a capacidade antioxidante total (Total antioxidante capacity-TAC) em fluidos
bioldgicos é a capacidade antioxidante total (total radical trapping potential-TRAP),

classificado com uma metodologia indireta. Esta técnica avalia a agdo cumulativa de
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todos os antioxidantes presentes no meio bioldgico (REPETTO et al., 1996; KOHEN e
NYSKA, 2002). O acido Urico também é um importante antioxidante, responsavel por
60% da retirada de radicais livres no plasma humano, e assim pode influenciar os
resultados do TRAP. Desta forma, ao corrigir os valores de TRAP com os valores de
acido Urico, estamos eliminando a influéncia deste fator nos resultados de TRAP
(VENTURINI, SIMAO e DICHI, 2015).

1.4. Sindrome Metabdlica e Vitamina D

A vitamina D desempenha papel fundamental na regulagéo da concentragéo de
calcio plasmatico atuando na absorcédo intestinal e no metabolismo 6sseo. Além disso,
parece influenciar na regulacdo de glicose devido a efeitos sobre a secrecdo e acdo da
insulina, e estd associada ao diabetes melittus tipo 2 (KHAN et al.,2012).

A vitamina D ¢ sintetizada a partir do composto esterdide 7-deidrocolesterol
presente na pele por exposicao a luz solar ou, em menor quantidade, adquirida através da
dieta ou suplementacdo (Figura 2). O esterdide 7-deidrocolesterol é convertido em preé-
vitamina D3, seguido de isomerizacdo final formando o colecalciferol (vitamina D3). O
colecalciferol é transportado até o figado ligado a uma a1-globulina especifica onde sofre
hidroxilag&o no carbono 25 e produz a 25(0OH)D3, um metabolito com atividade bioldgica
limitada. A reacdo de hidroxilagcdo ocorre principalmente no figado, no entanto, outros
tecidos como pele, intestino e rins tém sido descritos como catalisadores desta reacao
atividade (HARRIS et al., 2000; TNAGPRICHA et al., 2002; FERNANDEZ e
VALDIVIELSO, 2006; LEE et al., 2008).
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Metabolismo da vitamina D
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Figura 2. Sintese da vitamina D.
Fonte: MAEDA et al., 2014.

A 25(0OH)D3 € transportada até os rins e, sob acdo da enzima 1,25(OH)D-
alhidroxilase, sofre nova hidroxila¢do, desta vez no carbono nimero 1, formando o
metabdlito biologicamente ativo da vitamina, 1,25(0OH)2D3. A enzima 1,25(OH)D-
alhidroxilase esta localizada na membrana mitocondrial e é uma citocromo P-450
monoxigenase que necessita de oxigénio molecular e ferredoxina na forma reduzida para
exercer sua atividade (HARRIS et al., 2000; TNAGPRICHA et al., 2002; FERNANDEZ
e VALDIVIELSO, 2006; LEE et al., 2008). O metabolismo da vitamina D € regulado
pela paratireoide ao produzir o paratorménio (PTH), o qual estimula os rins a realizar a
ativacéo desta vitamina 250HD em 1,25(0OH)2D pela ac¢éo da enzima CYP450. Ja os
osteoclastos produzem o fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) que inibe a
ativagéo da vitamina D pelos rins (Figura 3) (BICKLE, 2009).
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Figura 3. Metabolismo da Vitamina D.
Adaptado de BIKLE, 20009.

A maioria dos efeitos bioldgicos da 1,25(0OH)2D3 é mediada por receptores
especificos de alta afinidade, que age como um ligante ativador de fator de transcricéo.
Os principais mecanismos envolvidos no controle da transcri¢cdo do gene do receptor de
vitamina D (VDR) incluem a ligacéo da 1,25(0OH)2D3, heterodimerizagdo com receptor
retindide X (RXR), ligacdo do heterodimero a elementos de resposta da vitamina D
(VDERS) e recrutamento de outras proteinas nucleares ao complexo inicial de transcricéo.
Assim, alteragdes genéticas no VDR podem desencadear defeitos importantes na ativacao
de genes, afetando o metabolismo do célcio, proliferacéo celular e fun¢des imunoldgicas
(FERNANDEZ e VALDIVIELSO, 2006).

A vitamina D também exerce um papel na mediacao da inflamacdo. A ligacdo
da vitamina D ao seu receptor VDR leva a inibicdo da proliferacdo de linfocitos T,
reducdo da producdo de citocinas inflamatérias e inibicdo da maturacdo de células
dendriticas. A agdo da vitamina D sobre os linfocitos T suprime a sua diferenciagdo para
o fenotipo Thl e estimula a diferenciacdo para o fenétipo Th2. A vitamina D também
inibe a proliferacdo de linfocitos B e, consequentemente, a producdo de anticorpos
(WHITE, 2008; DANIK e MANSON, 2012).
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The Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I1I)
verificou que 25 a 57% da populagdo dos Estados Unidos apresentou niveis séricos
diminuidos de vitamina D demonstrando uma significativa associacdo inversa entre
concentracOes séricas de vitamina D e SM (LOOKER et al., 2002). Estudos similares
realizados em diferentes regides dos Estados Unidos tém encontrado uma prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D que varia de 30 a 50% na populacédo geral (LEE et al., 2008;
HARRIS et al., 2000; TNAGPRICHA et al., 2002).

Sabe-se que existe uma relacdo entre diminui¢do nos niveis de vitamina D e
obesidade. Niveis séricos de vitamina D diminuidos foram inversamente correlacionados
com marcadores de obesidade, incluindo IMC e medida da circunferéncia abdominal
(GOLDNER et al., 2008; FISH et al., 2010). A diminuig&o nos niveis séricos de vitamina
D poderia ser devido ao grande sequestro pelo tecido adiposo, devido a sua
lipossolubilidade neste tecido, reduzindo os niveis na circulagdo (WORTSMAN et al.,
2000; BLUM et al., 2008). Assim, existe forte evidéncia de que os niveis de vitamina D
estdo alterados em individuos obesos e que trazem implicagdes para o desenvolvimento
da obesidade e suas comorbidades (DING et al., 2012).

O tecido adiposo é um érgdo endocrino e secreta grande variedade de proteinas
bioativas, e um importante nUmero dessas adipocinas incluindo adiponectina (atividade
anti-inflamatoria), TNF-a e MCP-1, estdo diretamente envolvidas na inflamagéo. Existem
poucos estudos sobre o papel da vitamina D na modulacdo da producéo de adipocinas
(TRAYHURN e WOOD, 2004; TRAYHURN, BING e WOOD, 2006).

Adipacitos hipertrofiados em individuos obesos apresentam maior liberagdo de
mediadores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1), o que contribui para a
inflamacdo tecidual. A inflamacdo do tecido adiposo é caracterizada pelo aumento de
infiltrado de macrdfagos e outras células imunolégicas, desempenhando importante papel
na disfuncéo deste tecido. A vitamina D também exerce essa imunomodulagéo no tecido
adiposo (CINTI et al., 2005; FONTANA et al., 2007; SKURK et al., 2007; LOLMEDE
et al., 2011). De acordo com Ding et al. (2012), a vitamina D parece desempenhar papel
anti-inflamatorio e parece amenizar a inflamacdo induzida por macréfagos nos tecidos
adiposos.

A deficiéncia de vitamina D estd associada com o aumento do risco
cardiovascular e a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, efeitos adversos
sobre o endotélio e sobre a fungdo da musculatura liso que levam a hipertensdo (DANIK
e MANSON, 2012; BAKER et al., 2012). Deficiéncia de vitamina D esta relacionada a
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diminuicéo da tolerancia a glicose, diminuicéo do turn over da insulina e da sensibilidade
a insulina, e consequentemente, ao desenvolvimento de DMT2. Além disso, segundo
Baker et al. (2012), a deficiéncia de vitamina D esté associada a dislipidemia e SM.

O mecanismo pelo qual a vitamina D esta associada ao aumento da prevaléncia
da SM e da aterogenicidade ainda ndo esta completamente elucidado. A vitamina D
aumenta a expressdo de receptores para insulina e baixos niveis de vitamina D estdo
associados com a disfuncao das células  pancreaticas (CHIU, CHU e GO, 2004; PITTAS
et al., 2007). Kayaniyil et al. (2010) demonstraram que a deficiéncia de vitamina D foi
independentemente associada a resisténcia a insulina e disfun¢do das células B em
pacientes com risco de diabetes. A correcdo da deficiéncia de vitamina D foi associada a
melhora da SM, sugerindo que esta pode contribuir para alteragcdes na sinalizagdo da
insulina (AL-DAGHRI et al., 2011). Além disso, a relacdo entre falta de vitamina D e
dislipidemia pode ser devido a efeitos no metabolismo lipidico hepético. A vitamina D
promove a absor¢do de calcio no intestino, e o célcio parece se ligar aos acidos graxos
formando compostos insoliveis que impedem a absor¢éo de lipideos. Assim, a vitamina
D leva a um metabolismo anormal de lipideos devido a alteracdes na biodisponibilidade
de célcio (VASKONEN et al., 2002; BAKER et al., 2012). Por outro lado, os acidos
graxos sequestram a vitamina D, sendo que a obesidade pode estar associada com a
diminuicdo da biodisponibilidade da mesma (WORTSMAN et al., 2000; BAKER et al.,
2012).

A hipovitaminose D é altamente prevalente e constitui um problema de salde
publica em todo o mundo. Estudos mostram uma elevada prevaléncia dessa condi¢do em
vérias regides geogréficas, incluindo o Brasil, além disso, pode acometer mais de 90%
dos individuos, dependendo da populacéo estudada (MAEDA et al., 2014). Diversos sdo
0s mecanismos fisiopatologicos da hipovitaminose D nos componentes da SM. Em
obesos, as alteracfes do sistema enddcrino da vitamina D, caracterizada por elevados
niveis de PTH e da forma ativa da vitamina D sdo responsaveis pelo feedback negativo
para a sintese hepatica de 25(OH) D3. A deficiéncia desta pode dificultar a capacidade
das células beta na conversdo da pré-insulina em insulina. Estudos em ratos mostraram
que a deficiéncia de vitamina D dificulta a liberacdo de insulina pelo pancreas e reduz a
tolerdncia da glicose, e que estas alteracdes sdo parcialmente revertidas ap6s tratamento
com 1,25(0OH)2D3 (CADE e NORMAN, 1987; BILLAUDEL et al., 1995).

Chiu e colaboradores (2004) observaram, em um estudo com 126 individuos

saudaveis, que aqueles com hipovitaminose D (definida pelos niveis séricos de vitamina
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D abaixo de 20ng/mL) apresentaram alto risco para SM quando comparados aos que nao
apresentavam hipovitaminose D. Neste estudo, os autores observaram que um aumento
nos niveis séricos de vitamina D de 10 para 30ng/mL foi capaz de melhorar em 60% a
sensibilidade a insulina (CHIU et al., 2004).

A vitamina D, em determinadas situacdes, pode atuar tanto como antioxidante
quanto como pro-oxidante (KOREN et al., 2005). Agindo como antioxidante, pode
reduzir o estresse oxidativo por varios mecanismos: 1) prevenindo as membranas
celulares da peroxidacdo lipidica, 2) aumentando a atividade da gama-glutamil
transferase (GGT) e da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) e 3) induzindo a sintese
da glutationa peroxidase e da superdéxido dismutase (SOD). Por outro lado, sua
capacidade pro-oxidante se da pela reducdo nos niveis de glutationa redutase (HOECK e
PALL, 2011).

Individuos com hipovitaminose D sdo mais propensos ao desenvolvimento de
doencas metabdlicas, dentre elas, a SM (WORTSMAN et al., 2000; BAKER et al., 2012).
Apesar dos avangos na elucidacdo dos mecanismos fisiopatologicos e dos fatores de
riscos que predispbem um individuo ao desenvolvimento de SM, muitos aspectos
importantes da fisiopatologia desta doenca ainda nao foram totalmente esclarecidos,
dentre eles, o papel do estresse oxidativo e dos niveis séricos inadequados de vitamina D.
Até 0 momento, ndo é de nosso conhecimento, nenhum estudo que tenha avaliado a
influéncia da deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D sobre parametros metabdlicos e de
estresse oxidativo na populacdo sul brasileira. Assim, torna-se importante a realizacdo de

estudos para a compreenséo da influéncia da vitamina D sobre a fisiopatologia da SM.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os parametros metabdlicos e o estado redox em pacientes com sindrome

metabdlica com e sem hipovitaminose D.

2.2. Objetivos Especificos

Em individuos com SM com e sem hipovitaminose D:

Auvaliar o perfil lipidico;

Descrever o perfil glicémico e calcular a resisténcia a insulina (HOMA-IR);
Determinar a capacidade antioxidante (TRAP);

Mensurar os biomarcadores de peroxidacdo lipidica (hidroperdxidos) e
peroxidacao protéica (AOPP);

Determinar os metabdlitos do NOX;

Avaliar a atividade da PON;

Correlacionar marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo com marcadores

metabolicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob o nimero do CAAE n.
41718014.9.0000.5231 (ANEXO). Todas as participantes assinaram 0 termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) previamente a obtencdo dos dados e das

amostras da pesquisa (ANEXO).

3.2. Populagdo e Amostra

Foi realizado um estudo transversal e a populacédo foi constituida por 88 mulheres,
adultas, com caracteristicas de SM segundo os critérios da NCEP ATP lll, atendidas no
Ambulatério de Clinica Médica e Cardiologia do Hospital Universitario (HU) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), maiores de 18 anos, com padrdo alimentar
semelhante, o qual foi avaliado individualmente através do prontuario médico.

Todas as participantes selecionadas eram caucasianas a fim de tornar o grupo
mais homogéneo em relagdo a maior ou menor sintese de vitamina D pela exposic¢éo aos
raios ultravioletas. Estas foram orientadas a manter sua rotina de exposic¢éo solar habitual.
Em nenhum momento foi suspenso o uso de medicamentos anti-hipertensivos.

Foram excluidos do estudo as mulheres que faziam suplementacdo alimentar
com vitaminas e antioxidantes, incluindo vitamina D, e que apresentavam doencas
infectocontagiosas, disturbios hormonais, doencas crénicas como diabetes
descompensado, doencas cardiovasculares e em uso de medicamentos que interferem no

metabolismo lipidico e/ou glicémico.

3.3. Dados Demograéficos, Epidemioldgicos, Antropométricos e Clinicos

Os dados demograficos como idade, sexo, etnia, epidemioldgicos e clinicos dos pacientes
inseridos no estudo foram obtidos por membros da equipe de pesquisa. A etnia foi
classificada de acordo com a autopercep¢do do individuo em Caucasiano e ndo
Caucasiano (BRASIL, 2011).
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As medidas antropométricas avaliadas foram peso corporal (Kg) e altura (m),
para calcular o indice de massa corporea (IMC) (IMC = peso/altura?). Foram realizadas
medidas da circunferéncia abdominal (cm) e circunferéncia de quadril (cm) através de
mensuracao direta pela equipe de pesquisadores. A pressao arterial foi obtida apos

repouso de 20 minutos e através de duas aferigdes.

3.4. Coleta de Sangue

As amostras foram coletadas com o sistema de coleta a vacuo em tubos com acido
etilenodiamino tetracético (EDTA) como anticoagulante e em tubos sem anticoagulante
com gel separador, ap6s 12 horas de jejum. Apds a coleta, o material foi imediatamente
centrifugado a 3000 r.p.m por 15 min. Plasma e soro foram aliquotados em tubos tipo

eppendorf e armazenados em freezer -70°C (Indrel®) para posterior analise.

3.5. Biomarcadores do Estresse Oxidativo e Nitrosativo

Os testes que avaliam os biomarcadores do estresse oxidativo e nitrosativo foram
realizados em triplicata. O coeficiente de variacdo inter-ensaio e intra-ensaio foi menor
do que 10%.

3.5.1. Capacidade antioxidante total do plasma (Total Radical Trapping
Antioxidant Parameter, TRAP)

A capacidade antioxidante total do plasma foi detectada por meio da técnica do
TRAP, na qual, avalia-se a agdo cumulativa de todos os antioxidantes presentes no meio.
Esta técnica quantifica antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis presentes no plasma,
por meio de quimioluminescéncia (QL), como descrito por Repetto e colaboradores
(1996). Baseia-se no principio da adicao de um azoiniciador ao plasma, substancia capaz
de gerar radicais livres, que por sua vez, sdo neutralizados pelos antioxidantes presentes
no plasma, periodo no qual a oxidacéo é inibida e comparada ao do Trolox® (New Jersey,
EUA) anélogo hidrossoltvel da vitamina E, usado como antioxidante de referéncia e
quantitativamente relacionado a capacidade antioxidante total do plasma. Os valores de
TRAP foram corrigidos pelos niveis de acido drico (AU) (VENTURINI et al, 2012) e os
resultados foram expressos pela razdo TRAP/AU. A determinagdo do AU foi realizada
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em autoanalisador bioquimico Dimension® (Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA)

segundo as recomendacdes do fabricante e os valores foram expressos em mg/dL.

3.5.2. Determinacao de hidroperdxidos lipidicos iniciados por t-butil (CL-LOOH)

A avaliacdo da formacdo de lipoperdxidos no plasma pelo método de QL foi
efetuada em uma adaptacdo da técnica descrita por Gonzalez-Flecha e colaboradores
(1991). A QL estimulada por t-butil hidroperoxido (CL-LOOH) foi empregada para
analisar a integridade dos mecanismos de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e os niveis
de lipoperdxidos presentes no plasma. O teste baseia-se na premissa de que um aumento
de QL estéa relacionado com um estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido, levando ao
consumo das defesas antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E, com
formacéo de lipoperoxidos, resultando em um aumento da emissdo de fétons, realizado
em contador B marca Beckman® modelo LS 6000, (Fullerton, Califérnia, EUA). As
andlises foram efetuadas em frascos de plastico para cintilacdo e protegidas da luz. Os
resultados foram obtidos em contagem por minuto (c.p.m.)

3.5.3. Determinacao dos produtos avangados da oxidacao proteica (AOPPSs)

AOPPs foram determinados em amostras de plasma usando o método descrito por
Witko-Sarsat e colaboradores (1996). AOPPs resultam da oxidacdo de residuos de
aminoacidos como a tirosina, levando a formacdo de produtos de proteinas contendo
ditirosina detectados por espectrofotometria. Os niveis de AOPPs foram expressos em

micromol/litro (umol/L) de equivalente de T cloramina.

3.5.4. Determinacao de metabdlitos do oxido nitrico (NOx)

Os NOx foram determinados no plasma por espectrofotometria de acordo com a
reacdo de Griess, com algumas modificagcbes (GUEVARA et al.,1998; PANIS et al.,
2011). Esta técnica utiliza o granulo de cadmio para reduzir nitrato a nitrito, o qual e
quantificado ao formar um complexo colorido com reagente de Griess. Os resultados

foram expressos em pUM.

3.5.5. Determinacédo de proteinas carbonilicas
O conteldo carbonilico de proteinas é amplamente utilizado como biomarcador
de dano oxidativo em proteinas, sob condi¢des de estresse oxidativo (VASCONCELOS

et al., 2007). O método utilizado para sua quantificacdo no plasma foi
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espectrofotométrico, baseado na reacdo da 2,4 dinitrofenilhidrazina com o grupo
carbonila, formando a 2,4 dinitrofenilhidrazona (WITKO-SARSAT et al., 1996). Os

resultados foram expressos em nmol mL™* mg™ proteinas totais.

3.5.6. Grupo sulfidrila (SH)

Os grupamentos sulfidrilas foram realizados por colorimetria descrito segundo o
método de Hu (1994), adaptado para microplaca por Taylan e Resmi (2010). O grupo
sulfidrila ocorre em compostos ndo proteicos (glutationa e cisteina livre) e em compostos
proteicos (albumina). A reacdo entre o grupo sulfidrila e DTNB produz o acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB) de cor amarela com absorbancia maxima a 412 nm. Foi utilizado

amostras de soro para esta anélise. Os resultados sdo expressos em uM/g de proteina.

3.5.7. PON

A enzima PON foi determinada em ensaio triplo enzimatico pela técnica de
espectrofotometria segundo Richter, Jarvink e Furlong (2008), em soro. A atividade total
da PON-1 é determinada pela formacéo de hidrolise do fenil-acetato (fenol). A taxa de
hidrolise de fenil-acetato, foi determinada em uma leitora de microplacas, marca Perkin
Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA), no comprimento de onda de 270 nm,
medidos durante 4 minutos (16 leituras com intervalo de 15 segundos entre as leituras),
com a temperatura mantida a 25°. A atividade foi expressa em U/mL com base no

coeficiente de extingdo molar do fenil-acetato que equivale a 1,31mMol/Lcm-1.

3.6. Dosagem de Vitamina D

Niveis séricos de 25(0OH)D foram determinados em amostras de soro pelo
imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA), utilizando-se no
equipamento Architech® (Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA) e os resultados
foram expressos em ng/mL. Foram considerados insuficientes e/ou deficientes de
vitamina D individuos que apresentaram niveis séricos de 25(OH)D < 30 ng/mL e

suficientes de vitamina D quando os valores de 25(OH)D foram > 30 ng/mL.
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3.7. Biomarcadores Metabdlicos

As dosagens sericas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
triglicerideos e &cido Urico e a dosagem plasmaética de glicose foram realizadas em um
autoanalisador bioquimico Dimension® (Dade Behring, Deerfield, IL, USA).

A determinacdo dos niveis plasmaticos de insulina foi realizada por QL em
imunoensaio com microparticulas como fase solida, utilizando-se o equipamento
ARCHITECT® (Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

O HOMA-IR foi utilizado para avaliacdo da Rl (HAFFNER, MIETTINEN, STERN,
1997; HAFFNER, 2003) e calculado da seguinte forma: (insulina plasmatica de jejum x
glicose plasmatica de jejum/ 22,5). A RI foi considerada quando HOMA > 2.5.

3.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no Programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad
Software, San Diego, USA). Variaveis categoricas foram analisadas pelo Teste de Qui-
quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado, e as variaveis continuas foram
analisadas pelo Teste de Mann Whitney. O teste de correlagdo utilizado foi o de

Correlacdo de Spearman. Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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ABSTRACT

Low vitamin D status and oxidative/nitrosative stress have been recognized as risk factors
for chronic diseases such as metabolic syndrome (MetS). The objective of this study was
to evaluate the metabolic, and oxidative/nitrosative markers for association with
hypovitaminoses D in women with MetS. The following were evaluated: metabolic
biomarkers (total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides, uric
acid, plasma glucose, insulin), and oxidative/nitrosative stress biomarkers
(hidroperoxides-CL-LOOQOH, carbonyl protein, nitric oxide metabolites-NOx, sulfhydryl
groups-SH of proteins, total radical-trapping antioxidant parameter-TRAP, total serum
activity of PON1). Vitamin D was determined as 25 hidroxi (OH). The homeostasis model
assessment (HOMA-IR) was calculated. The group of women with vitamin D <30 ng/mL
(MetSHD) showed an increase in fasting glucose (p=0.03), TG (p=0.04), HOMA-IR
(p=0.04), CT/HDL (p=0.04), LDL/HDL (p=0.03), non-HDL (p=0.04). Levels of vitamin
D were lower in the group of women with MetSHD (p<0.0001). There were increased
levels of AOPP (p=0.03) and NOx (p=0.04) in the MetSHD group. In MetSHD, the SH
group were negatively correlated with TC (r=-0.359, p<0.05) and LDL-C (r=-0.347,
p<0.05), whereas AOPP was negatively correlated with HDL (r=-0.365, p<0.05) and
positively correlated with fasting glucose (r=0.320, p<0.05), TG (r=0.655, p<0.0001),
insulin levels (r=0.501, p<0.001) and HOMA-IR (r=0.541, p<0.001). NOx was positively
correlated with HOMA-IR (r=0.343, p<0.05), and TRAP/uric acid was negatively
correlated with BMI, WC, and insulin levels (r=-0.33, -0.344, -0.366, p<0.05),
respectively. In conclusion, the present study showed that hypovitaminoses D in Brazilian
women with MetS is associated with metabolic, and oxidative/nitrosativo biomarkers,
which are important factors for cardiovascular risk.

Key-words: Hypovitaminosis D, oxidative stress, metabolic syndrome, nitrosativo stress,
metabolic markers.
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Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a complex disease characterized by a distinct process and
cardiovascular risk factors that could culminate in cardiovascular disease and type 2
diabetes (D2 M)™.

Vitamin D has a pleiotropic action and can affect multiple organs and metabolic
processes, including the cardiovascular, renal and immune systems?. Some studies
showed that hypovitaminosis D is associated with several risk components of MetS,
individually. Abdominal obesity, characteristic of individuals with MetS, is associated
with lower levels of vitamin D*3# MetS affects approximately 50% of females and is
associated with a threefold increase in morbidity and mortality due to cardiovascular
disease®®’8, A transversal study showed that hypovitaminosis D is associated with
cardiovascular disease independently of the degree obesity. Another study showed that
individuals with low levels of vitamin D presented higher risks of cardiovascular diseases
after 10-15 years of segment®.

An imbalance between reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) production and
antioxidant substances is the main characteristic of oxidative stress'®'!2, Oxidative stress
occur when the energy supply begins to exceed the storage capacity of the adipocytes
and, as result, hypertrophy occurs. This hypertrophy leads to a higher release of
adipokines as proinflammatory cytokines, resulting in low-grade inflammation, which
begins in the adipose tissue and eventually reaches the circulation system and other
organslo'“’lz.

Additionally, paraoxonase (PON) is a family of Ca™ dependent enzymes, namely, PON1,
PON2 and PON3'3!4, Paraoxonasel (PON1) is exclusively associated with HDLc and is
a genetically polymorphic enzyme. It plays a vital role in the prevention of microvascular
complications due to oxidative stress and against various toxic chemicals. HDL oxidation
is stopped by PON1-mediated hydrolysis of lipid peroxides®.

Oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of insulin resistance by
disrupting the release of adipokines by adipose tissue that can trigger inflammation. Thus,
it seems that MetS is a factor associated with inflammation and oxidative stress. Low
vitamin D status has been increasingly recognized as widespread in all life stages, even
in sunny climates. The possible importance of vitamin D status as a novel risk factor for
various chronic diseases has gained more interest. In addition, one area of recent study

has been the investigation of the association between vitamin D status and MetS.
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However, despite evidence of the association of the serum vitamin D and MetS in women,
some studies have demonstrated contradictory results. Thus, more clinical studies are
needed to confirm the association between vitamin D and women with MetS. Thus, the
objective of the present study was to evaluate the oxidative and nitrosative markers, and

the association with hipovitamisoses D in women with MetS.

Materials and Methods

Participants:

The 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, Parand, Brazil (CAAE
41718014.9.0000.5231). Written informed consent was obtained from all patients. This
study included 88 Brazilian women with MetS from the ambulatory centre of the
University Hospital of Londrina, Parana, Brazil. Patient motivation was related to the
intake of a nonpharmacologic therapy that was practically without side effects. The
exclusion criteria were CVDs (except hypertension); thyroid, renal, hepatic,
gastrointestinal, and oncologic diseases; or acute infection and utilization of lipid
lowering drugs, oestrogen replacement therapy, drugs for hyperglycaemia; and
antioxidant supplements. Patients who were taking antihypertensive drugs were not
excluded and were allowed to continue taking their prescribed dosage. None of the
participants followed a specific diet before the start of the study. The patients were
instructed not to change their usual diets, alcohol intake, level of physical activity, or
other lifestyle factors throughout the study. Anthropometric measurements, oxidative
stress, and biochemical parameters were assessed. MetS was defined following the Adult
Treatment Panel 111 criteria®®. When three of the following five of the characteristics were
verified, a diagnosis of MetS was given: 1. abdominal obesity: waist circumference >102
cm in men and >88 cm in women; 2. hypertriglyceridemia >150 mg/dL (1.695 mmol/L);
3. low levels of HDL-C: <40 mg/dL (1.036 mmol/L) in men and <50 mg/dL (1.295
mmol/L) in women; 4. high blood pressure: >130/85 mm Hg; and 5. high fasting glucose:
>100 mg/dL (5.5 mmol/L). The MetS patients were categorized as having vitamin D
levels < 30 ng/mL and > 30 ng/mL. All samples were centrifuged at 3000 g for 15 min,
and plasma or serum aliquots were stored at -70 °C until assayed. Inter- and intra-assay

coefficients of variance were <10%, as determined in human serum.
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Anthropometric and Blood Pressure Measurements

Height and weight were measured in the morning with participants wearing light clothing,
but no shoes. After 5 min of rest, each participant had his or her blood pressure measured
on the left arm while 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. Waist circumference
was measured at the umbilical level with the participants standing after normal expiration
and the hip girth was measured at the widest part of the hip and, the waist-to-hip ratio was

calculated.

Metabolic markers

Peripheral blood samples were collected after fasting for 12 hours. The metabolic
biomarkers were evaluated by serum levels of lipids (total cholesterol, LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol and triglycerides), uric acid and plasma glucose using Dade Behring™
reagents in a biochemical autoanalyser (Dimension™ Dade AR Dade Behring, Deerfield,
IL, USA). Plasma insulin levels were determined by chemiluminescence microparticle
immunoassay (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). The homeostasis
model assessment (HOMA-IR) was used as a surrogate measurement of insulin
sensitivity!”. The homeostasis model of assessment in insulin resistance (HOMA-IR) was
used as a surrogate measure of insulin sensitivity using HOMA-IR=fasting insulin
(mU/mL) x fasting glucose (nmol/L)/22.5) (HAFFNER, 2003). The 25 hidroxi (OH) were
determined using a quimioluminescence assay (CMIA) (Architech™, Abbott Laboratory,
Abbott Park, IL, USA), and the results were expressed as ng/mL.

Oxidative Stress Biomarkers

Peripheral blood samples were collected with EDTA as anticoagulant. All samples were
immediately centrifuged at 3,000 rpm for 15 min, and plasma and serum aliquots were
stored at freezer -80 °C until use. The samples were identified consecutively by number
to guarantee confidentiality. Tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence (CL-
LOOH) was evaluated as described previously'8, and the results were expressed in counts
per min (cpm). Carbonyl protein content was measured as an estimate of protein oxidative
injury, as described elsewhere®®. Nitric oxide metabolites (NOXx) were assessed by nitrite
(NO2) and nitrate (NOs3") concentration according to the Griess reaction supplemented by

the reduction of nitrate to nitrite with cadmium?®, and the results were expressed in pM.
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The sulfhydryl group of proteins was evaluated in the plasma by a spectrophotometric
assay based on 2,2-dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB), as reported previously?*, and the
results were expressed in uM. Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) was
determined as reported previously?®. This method detects hydrosoluble and/or
lyposoluble plasma antioxidants by measuring the chemiluminescence inhibition time
induced by 2,2-azobis (2-amidinopropane). The system was calibrated with the vitamin
E analogue Trolox, and TRAP values were expressed in the equivalent of uM Trolox, and
the results were expressed as TRAP/AU. Total serum activity of PON1 was determined
by the method described by Richter, Jarvik, and Furlong?. The rate of hydrolysis of
phenyl acetate was determined in a microplate reader EnSpire, Perkin Elmer®
(Walthman, MA, USA) at 270 nm, and the temperature was maintained at 25 °C.
Measures were recorded for 4 min each 15 s. The activity was expressed in U/mL on the

phenyl acetate molar extinction coefficient of 1.31 mMol/L cm™.

Statistical analysis

The data were evaluated by the statistical analysis program GraphPad Statmate 2.0
(GraphPad Software, San Diego, CA). Continuous variables were evaluated using the
Mann-Whitney test, and data were expressed as the median and interquartile range (25%-
75%). Correlations were evaluated by Spearman’s rank correlation. All the results were

considered significant when p<0.05.

Results

Clinical, anthropometric, and metabolic parameters in women with MetSHD and MetSD
are shown in Table 1. The mean age of MetSHD and MetSD group were 50.61 + 7.65
years and 53.7 + 4.35 years, respectively. According to BMI, the MetSHD and MetSD
group showed 33.5 (25.3-61.0) Kg/m? and 30.6 (24.0-39.0) Kg/m?, respectively. MetSHD
presented AC and WC as 95.0 (81.0-140.0) cm and 103.5 (89.0-170.0) cm, respectively,
while MetSD presented 95.0 (67.0-115.0) cm and 96.2 (90.0-127.0) cm, respectively. No
differences were found with respect to age, WC, BMI, AC, and WC (p>0.05) in both
groups. Women with vitamin D <30 ng/mL (MetSHD) group showed a statistically
significant increase in fasting glucose (p=0.03), TG (p=0.04), HOMA-IR, CT/HDL
(p=0.03), LDL/HDL (p=0.04), non-HDL (p=0.04) when compared with vitamin D > 30

ng/mL (MetSD). As expected, levels of vitamin D were lower in the group of women
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with MetS and vitamin D < 30 ng/mL compared with the group with vitamin D > 30
ng/mL, but the groups presented significant differences (p<0.0001).

According to Table 2, with respect to oxidative stress, there was a significant increase in
the AOPP (p=0.03) and NOx (p=0.04) levels in the MetSHD group when compared to
MetSD. No difference was found in the SH group, hydroperoxides (CL-LOOH),
TRAP/uric acid, and AOPP/TRAP (p>0.05). Additionally, there was a tendency to higher
levels of PON in the MetSHD group (p=0.06).

Table 3 shows a Spearman correlation rank between clinical, metabolic, and oxidative
stress parameters in women with MetS and D hypovitaminosis. The SH group was
negatively correlated with TC (r=-0.359, p<0.05) and LDL-C (r=-0.347, p<0.05), whereas
AOPP was negatively correlated with HDL (r=-0.365, p<0.05) and positively correlated
with fasting glucose (r=0.320, p<0.05), TG (r=0.655, p<0.0001) insulin levels (r=0.501,
p<0.001) and HOMA-IR (r=0.541, p<0.001). NOx was positively correlated with
HOMA-IR (r=0.343, p<0.05), and TRAP/uric acid was negatively correlated with BMI,
WC, and insulin levels (r=-0.33, -0.344, -0.366, p<0.05), respectively.

Discussion

The main finding of this study was that women with MetSHD presented higher levels of
fasting glucose, HOMA-IR, triglycerides, and biomarkers of oxidative stress than did
women without hypovitminosis D. In addition, it seems that hypovitaminosis D is a
determinant factor for cardiovascular risk and oxidative stress, once all women presenting
MetS were assessed.

Our results are in agreement with previous research’s involving hypovitaminosis D and
disturbances in metaboli and oxidative stress markers, which showed that serum vitamin
D levels seem to be inversely correlated with measures of obesity, BMI, fat mass and
waist circumference. It suggests that lower levels of vitamin D in obese subjects could be
due greater sequestration by adipose tissue, reducing available circulation®?"-3*

There is an inverse correlation between serum 25(OH)D levels and cardiovascular
disease, MetS and their complications such as glucose intolerance, obesity, hypertension,
insulin resistance, ischaemic heart disease, and stroke®*¢. Schimitt et al.3" showed that
women with vitamin D deficiency had a higher risk of developing MetS,

hypertriglyceridemia and low HDL levels than did women with adequate levels of
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vitamin D. Women with hypovitaminosis D also presented higher levels of total
cholesterol, triglycerides, insulin and HOMA-IR than those with adequate vitamin D.

In this study, women with MetSHD presented higher levels of fasting glucose and
HOMA-IR, and these results agree with previous studies®’ 8, The most plausible
explanation is that vitamin D influences insulin secretion and sensitivity, which plays a
major role in MetS.

The vitamin D receptor is expressed in insulin-secreting pancreatic beta cells and in
peripheral target tissues such as skeletal muscles and adipose tissue. Vitamin D can
compromise the capacity of beta cells to convert pro-insulin into insulin**2, Vitamin D
indirectly affects insulin sensitivity in skeletal muscles and adipose tissue by regulating
the levels of extracellular calcium, which is essential for insulin-mediated intracellular
processes*.

A study showed that vitamin D stimulated the expression of insulin receptors, and low
vitamin D levels were associated with beta-cell dysfunction. Vitamin D deficiency was
independently associated with insulin resistance and beta-cell function in patients at risk
for diabetes**-*. Individuals with lower levels of vitamin D presented a higher incidence
of type 2 diabetes due to insulin secretion and sensibility. In vitro, studies showed that
1,25(0H)-vitamin could stimulate insulin secretion directly by enhancing calcio levels
due to adequate vitamin D levels**47,

Vitamin D also has an immunomodulation effect than can protect against type 1
diabetes®. In addition, a study supported a direct correlation between vitamin D and
insulin resistance**. The relationship between D hypovitaminosis and hypertension is
clear, and the mechanism of this association is due to the interaction of vitamin D with
the renin-angiotensin-aldosterone system, the immune inflammation in MetS and the
effects of vitamin D in the vascular endothelium and smooth muscle®.

Diabetes is not only about the body’s inability to handle glucose properly but is also an
inflammatory disease. Because vitamin D has anti-inflammatory effects, it is not
surprising that it has beneficial effects on improving islet cell functions and insulin
release, and on decreasing insulin resistance3850-55,

Our results showed that women with MetSHD presented higher triglycerides levels. The
relationship between vitamin D deficiency and dyslipidaemia may be due, in part, to
vitamin D’s effects on hepatic lipid metabolism. Vitamin D promotes intestinal calcium
absorption, and calcium may bind to fatty acids to form insoluble complexes that inhibit

lipid absorption. Thus, vitamin D deficiency may lead to abnormal processing of lipids
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due to calcium availability®®. Linear regression analysis demonstrated a significant
inverse association between vitamin D and LDL, and TG. In addition, vitamin D was
independently associated with greater odds of hyperlipidaemia*. Schimitt et al.3” found
that women with vitamin D deficiency had a higher risk of hypertriglyceridemia and low
HDL. Other review also showed that subjects with high serum levels of vitamin D had a
more favourable lipid profile than those with vitamin D deficiency®’. A longitudinal study
demonstrated that an increase in serum 25(OH)D levels was associated with a significant
reduction of triglycerides levels and that the mechanism underlying the inverse
association is a reduction in the intestinal absorption and synthesis of lipid, as well as a
decrease in lipolysis with increasing vitamin D concentrations 348,

Gene expression related with inflammatory cytokines®. The inflammatory process
seems to be responsible for oxidative stress generation and may induce. On the other
hand, vitamin D has a potent immunoregulatory action, such as inhibiting the production
of interleukin-6, interleukin-8, interferon-y by peripheral blood mononuclear cells in
autoimmune diseases®®. Reported results support the concept that increased oxidative
stress may play an important role in MetS®%2,

In our study, women with MetS and hypovitaminoses D presented higher levels of AOPP.
In addition, a significantly and positive correlation between AOPP and triglycerides,
fasting glucose, insulin and HOMA-IR values was found. We also showed a negative
correlation between AOPP and HDL. These results agree with previous studies. Korkmaz
et al.?’, showed that AOPP values are higher in MetS patient’s group when compared
with a control group and found a positive correlation between AOPP levels and glucose,
triglycerides, insulin levels, and HOMA-IR values. Cakatay® reported that patients with
type 2 diabetes exhibit elevated protein oxidation, indicated by elevated plasma protein
carbonyl and AOPP levels, this may be correlated with glycaemia and glycaemic control.
Another study presented a multiple regression analysis and revealed that AOPP levels are
the most important independent determinants of the MetS. This finding confirms that high
AOPP levels are indicative of an increase in oxidative stress and can cause direct
oxidative damage in proteins in MetS patients®4%5%¢_ In our group of study demonstrated
a positive correlation between AOPPs and waist circumference (p<0.01), fasting glucose
(p<0.05), homeostasis model assessment insulin resistance (p<0.001), triacylglycerol
(p<0.0001), and uric acid (p<0.001), whereas there was an inverse correlation with high-

density lipoprotein cholesterol (p<0.001)®.
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MetSHD group presented higher levels NOx compared with those with MetSD. In
addition, NOx metabolites were positively associated with HOMA-IR in women with
MetS and lower levels of vitamin D. The role of insulin resistance at the level of the
endothelial cell in vascular pathophysiology is unclear. Several studies in humans and
gene-modified mice have demonstrated a close association between insulin resistance and
nitric oxide bioactivity®’. Endothelial dysfunction and vascular insulin resistance usually
coexist, and chronic inflammation engenders both. Growing evidence from both clinical
and animal studies has suggested that endothelial dysfunction and vascular insulin
resistance coexist in obesity and diabetes and that they may play a causative role in the
development of metabolic insulin resistance®®®%/07172 Choi et al.”3, concluded that uric
acid induced endothelial dysfunction by contributing to vascular insulin resistance in
terms of insulin-induced NO production, potentially leading to the development of
hypertension. Montagnani et al.”® dissected the pathway by which insulin stimulates the
NO release from endothelial tissue in vitro. In addition, Kuboki et al.” demonstrated that
insulin regulates the eNOS transcription in the endothelium.

The MetSHD group showed a negative correlation between SH groups and TC and HDL.
Several oxidative modifications of proteins may be introduced by ROS-RNS. The thiol (-
SH) group of cysteine residues is a particularly sensitive target of oxidant species,
forming sulfenic acid, mixed disulfide, S-glutathiolated derivatives, as well as sulfonic
and sulfonic acid”. Cysteine-bound thiol may also be nitrosylated through the addition
of a NO group. Such S-nitrosylation is a reversible modification playing essential roles
in modulating the function of a great number of cellular proteins’®’’. Tyrosine residues
may be affected by peroxynitrite-mediated nitration, that is, the addition of an NO2 group
to the phenolic ring of tyrosine’. Oxidized proteins may be subject to accelerated

degradation and loss of function, with potentially significant cytotoxic consequences’®.

Oxidized proteins may be subject to accelerated degradation and loss of function, with
potentially significant cytotoxic consequences’®. A study showed suggest AOPP as the
most appropriate parameter for determination of oxidative stress by the action of the
chloraminated oxidants, mainly by the action of chloramines, produced by
myeloperoxidase un activated neutrophils. They also determined that group with more
MetS components (with 5 components) presented higher AOPP an lower TRAP when
compared with another group of MetS with less components (4 components)®. Taken
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together, MetSHD group presented higher AOPP levels when compared with MetSD
group, which are in agreement with previous results.

Studies have found decreases in individual antioxidants, such carotenoids, vitamin C, and
vitamin E, as well as TRAP in MetS subjects®®2, A study showed lower TRAP
concentration compared with control group®. Althought no difference was found
between TRAP concentrations in MetSHD and MetSD groups, MetSHD group showed a
negative correlation between TRAP/ uric acid and BMI, AC, and insulin.

Our research group showed that hypertriacyglycerolemia, hyperglycemia, hypertension,
and lower HDL-cholesterol values are important factors in increasing oxidative stress,
which leads to increase production of superoxide anion via the nicotinamide adenosine
phosphate oxidase pathway. This anion reacts rapidly with NO to form peroxynitrite, thus
inactivating NO and leading to endothelial disfunction. Thus, the individuals with
MetSHD of our study showed a similar metabolic profile of the previous cited study, and
also increased levels oxidative markers such AOPP, NOx, and a tendency to increased
antioxidant defense evaluated by PON activity®.

Conclusions

In conclusion, the present study showed that hypovitaminoses D in Brazilian women with
MetS is associated with elevated levels of fasting glucose, HOMA-IR, triglycerides, and
biomarkers of oxidative stress compared with women with MetSD. These are important
factors for cardiovascular risk. Other studies should be conducted for a better
understanding of these correlations.
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Table 1. Clinical, anthropometric and metabolic parameters in women with metabolic syndrome

with or without D hypovitaminosis.

MetSHD (n=63) MetSD (n=25) p value
Age (years) 50.61 £7.65 53.7+4.35 0.85
BMI (Kg/m?) 33.5(25.3-61.0) 30.6 (24.0-39.0) 0.06
WC (cm) 95.0 (81.0-140.0) 95.0 (67.0-115.0) 0.93
AC (cm) 103.5 (89.0-170.0) 96.2 (90.0-127.0 0.51
SBP (mmHQ) 130 (110-190) 125 (110-145) 0.61
DBP (mmHg) 85 (78-120) 85 (70-100) 0.94
Fasting glucose (mg/dL) 113 (84-389) 99 (91-150) 0.03
Insulin (mU/mL) 13.9 (3.4-35.6) 10.6 (4.8-28.8) 0.07
HOMA-IR 3.49 (1.4-25.3) 2.6 (1.1-7.9) 0.04
TC (mg/dL) 200.0 (130.0-301.0) 181.0 (138.0-298.0) 0.07
HDL (mg/dL) 42.0 (23.0-80.0) 49.0 (28.0-73.0) 0.31
LDL (mg/dL) 130.0 (57.0-229.0) 107.9 (76.2-228) 0.21
TG (mg/dL) 130.0 (47.0-298.0) 108.0 (54.0-296.0) 0.04
Uric acid (mg/dL) 4.4 (2.7-8.1) 4.6 (3.0-6.9) 0.42
CT/HDL 4.7 (2.2-8.6) 3.5(2.4-8.5) 0.03
LDL/HDL 2.8 (1.0-5.8) 2.1(1.2-6.5) 0.04
Non-HDL (mg/dL) 153.5 (73.0-254.0) 129.5 (93.0-263.0) 0.04
CT/TG 1.4 (0.6-4.4) 1.6 (0.7-3.0) 0.14
LDL/TG 0.8 (0.2-3.3) 1.0 (0.4-2.0) 0.12
Vitamin D (ng/mL) 20.2 (8.1-29.5) 32.5 (30.0-45.8) < 0.0001

MetSHD: metabolic syndrome with hypovitaminosis D (Vitamin D < 30 ng/mL); MetSD: metabolic
syndrome with sufficient vitamin D (D Vitamin > 30 ng/mL); BMI: Body mass index, SBP: Systolic blood
pressure, DBP: Diastolic blood pressure; WC: waist circumference, AC: abdominal circumference, TC:
Total cholesterol, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low density lipoprotein, TG: Triglycerides,

HOMA-IR: Insulin Resistance Homeostasis Model Assesment.

The results were expressed as median, interquartile range (25%-75%). Differences were assessed by Mann

Whitney test (p<0.05).
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Table 2. Oxidative stress parameters in women with metabolic syndrome with or without D

hypovitaminosis.

MetSHD MetSD p value
(n=63) (n=25)
SH (uM/mg of protein) 304.3 (192.9-488.5) 413.0 (199.0-471.5) 0.38
AOPP (uMol/ L of chloramine-T-equivalent) 84.9 (39.9-206.2) 67.5 (39.2-241.75) 0.03
NOx (uM) 7.02 (3.7-16.7) 5.0 (3.1-20.5) 0.04
CL-LOOH (cpm) 930265 1142567 0.12
(103887-3363230) (409383-4730787)
TRAP/Uric acid 220.4 (121.4-406.8) 221.1 (145.7-332.7) 0.84
AOPP/TRAP 0.34 (0.1-1.3) 0.3(0.2-1.3) 0.72
PON (mMol/Lcm-1) 428.1 (133.8-744.7) 289.3 (160.6-583.2) 0.06

MetSHD: metabolic syndrome with hypovitaminosis D (Vitamin D < 30 ng/mL); MetSD: metabolic
syndrome with sufficient vitamin D (D Vitamin > 30 ng/mL); SH: sulphydril group; AOPP: Advanced
oxidation products protein, NOx: nitric oxide products; CL-LOOH: terc-butil hydroperoxide-9-initiated

chemiluminescence, TRAP: total radical trapping antioxidant parameter, PON: paraoxonase,

The results were expressed as median, interquartile range (25%-75%). Differences were assessed by Mann

Whitney test (p<0.05).
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Table 3. Correlation between anthropometric and metabolic with oxidative stress parameters in

women with hypovitaminosis D.

SH AOPP NOXx PON CL- TRAP/Uric
(UM/mg ~ (uMol/L of (uM)  (mMol/Lem-L)  LOOH acid
o T com)
protein)  equivalent)
BMI (Kg/m?) 0.04 011 0.21 -0.168 0.09 -0.33*
AC (cm) 0.02 0.21 0.15 -0.146 0.18 -0.344*
SBP (mmHg) -0.186 0.163 0.27 -0.315 0.133 0.119
DBP (mmHg) -0.03 0.144 0.04 -0.139 -0.02 -0.129
Fasting glucose -0.09 0.32 0.315 0.04 0.09 0.09
(mg/dL)
TC (mg/dL) -0.359*  0.218 0.06 0.203 0.146 0.24
HDL (mg/dL) -0.07  -0.365*  -0.282 0.13 -0.06 -0.002
LDL (mg/dL) -0.347*  0.122 0.11 0.122 0.101 0.263
TG (mg/dL) 0.103  0.655* 0.009 -0.013 0.006 -0.203
Insulin (mU/mL) 0.07  0.501**  0.217 0.228 -0.026 -0.366*
HOMA-IR -0.016 0.541** 0.343* 0.213 0.04 -0.099
D vitamin 0.023 0.009 -0.04 0.019 -0.09 -0.124
(ng/mL)

SH: sulphydril group; AOPP: Advanced oxidation products protein, NOXx: nitric oxide products; CL-
LOOH: terc-butil hydroperoxide-9-initiated chemiluminescence, TRAP: total radical trapping antioxidant
parameter, PON: paraoxonase; BMI: Body mass index, AC: abdominal circumference, SBP: Systolic blood
pressure, DBP: Diastolic blood pressure, TC: Total cholesterol, HDL: High density lipoprotein, LDL: Low
density lipoprotein, TG: Triglycerides, HOMA-IR: Insulin Resistance Homeostasis Model Assesment.

Spearman Correlation, *p<0.05; **p<0.001; * p<0.0001.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho obteve as seguintes conclusoes:

e O grupo MetSHD apresentou elevados niveis de TC e TG quando comparados a
mulheres com SM sem hipovitaminose D (grupo MetSD);

e O grupo MetSHD apresentou elevados niveis glicose quando comparados ao grupo
MetSD e maior resisténcia a insulina determinado pelo HOMA-IR;

e Na&o foram encontradas diferencas na capacidade antioxidante determinada pelo
TRAP entre os grupos;

e O grupo MetSHD apresentou niveis estatisticamente elevados oxidacdo de
proteinas identificados pela AOPP quando comparados ao grupo MetSD;

e O grupo MetSHD apresentou maiores niveis de NO quando comparado ao grupo
MetSD;

e O grupo MetSHD apresentou correlacdo negativa entre grupo SHe TC, e HDL; e
também apresentaram correlacdo negativa entre TRAP/ &cido urico e BMI, AC,
insulina.

e O grupo MetSHD apresentarou uma tendéncia a elevagéo na sua atividade quando
comparado ao grupo MetSD;

e O grupo MetSHD apresentou correlacao positiva entre AOPP e HDL, TG, insulina
e HOMA-IR; e apresentaram correlagdo positiva entre NOx e HOMA-IR,;
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo foi capaz de evidenciar que em um grupo de mulheres brasileiras
com SM, as que apresentavam niveis baixos de vitamina D apresentam risco
cardiovascular superior as com niveis adequados de vitamina D, sendo, portanto, um
parametro de risco adicional nessa doenca.

Novos estudos de intervencéo de vitamina D deverao ser conduzidos na tentativa

de normalizar os niveis dessa vitamina e minimizar o risco nessa populacéo.
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ANEXO B: Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Pesquisa:

AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D NOS MARCADORES
ANTROPOMETRICOS, METABOLICOS, INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES COM SINDROME METABOLICA

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(la) a participar da pesquisa intitulada “Avaliagéo da suplementacéo
de vitamina D nos marcadores antropométricos, metabdlicos, inflamatérios e de estresse
oxidativo em pacientes com sindrome metabdlica”, realizada no Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa € avaliar o efeito da administracéo
de vitamina D no perfil lipidico, no estresse oxidativo, nos marcadores inflamatérios e na
disfuncdo endotelial de pacientes com sindrome metabdlica. A sua participacdo € muito
importante e ela se dara pela doagéo de 45 mL de sangue por pungédo venosa (15mL de sangue
com EDTA, 25mL de soro e 5mL de sangue com fluoreto) em duas etapas, no momento basal e
apos 90 dias de intervencdo, sendo que todos os materiais usados serdo descartaveis. Vocé
serd aleatoriamente alocado em um dos dois grupos: Grupo vitamina D (GD) recebera uma
capsula de 50.000 Ul de vitamina D/semana, durante 12 semanas. Grupo placebo (GP) recebera
uma capsula de placebo por semana durante 12 semanas. Vocé ndo sabera qual capsula estara
tomando durante o estudo. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem
gue isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacdes
serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e seréo tratadas com o mais absoluto sigilo

e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Esperamos que essa pesquisa produza informacdes consistentes sobre o
estado nutricional da vitamina D nos pacientes com SM e possa fornecer dados
para futuras politicas de intervencéo além de propor medidas para a elaboracéo
de estratégias epidemioldgicas e clinicas mais efetivas para

prevencao/tratamento de tais desfechos.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagard nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de

sua participacdo nesta.
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Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode
nos contactar, professora Dr2 Danielle Venturini (43) 3371-2313, ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n® 60, ou no telefone 3371-2490,
email cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual

teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2014.

Prof2 Dr2 Danielle Venturini
(RG: 5783027-1)

(nome por extenso do sujeito

de pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséo dactiloscopica):
Data:
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ANEXO C: Normas da Revista British Journal of nutrition

DETAILED MANUSCRIPT PREPARATION INSTRUCTIONS

Language

Papers submitted for publication must be written in English and should be as concise as
possible. We recommend that authors for whom English is not their first language have their
manuscript checked by someone whose first language is English before submission, to ensure
that submissions are judged at peer review exclusively on academic merit. Please see the
Author Language Services section below for more information.

Spelling should generally be that of the Concise Oxford Dictionary (1995), 9th ed. Oxford:
Clarendon Press. Authors are advised to consult a current issue in order to make themselves
familiar with BJN as to typographical and other conventions, layout of tables etc. Sufficient
information should be given to permit repetition of the published work by any competent reader
of BJIN.

Published examples of BJN article types can be found below:

e Research Article
e Review Article
e Horizons Article
e Letter to the Editor
Authorship

The Journal conforms to the International Committee of Medical Journal Editors (ICM]JE) definition
of authorship, as described by P.C. Calder (Br] Nutr (2009) 101, 775). Authorship credit should

be based on:

1. Substantial contributions to conception and design, data acquisition, analysis and/or
interpretation;

2. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content; and

3. Final approval of the version to be published.

The contribution of individuals who were involved in the study but do not meet these criteria
should be described in the Acknowledgments section.

Ethical standards

The required standards for reporting studies involving humans and experimental animals are
detailed in an Editorial by G.C. Burdge (Br] Nutr (2014) 112).

EXPERIMENTS INVOLVING HUMAN SUBJECTS

The notice of contributors is drawn to the guidelines in the World Medical Association (2000)
Declaration of Helsinki: ethical principles for medical research involving human subjects, with
notes of clarification of 2002 and 2004
(http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/), the Guidelines on the Practice of Ethics
Committees Involved in Medical Research Involving Human Subjects (3rd ed., 1996; London: The
Royal College of Physicians) and the Guidelines for the ethical conduct of medical research
involving children, revised in 2000 by the Royal College of Paediatrics and Child Health: Ethics
Advisory Committee (Arch Dis Child (2000) 82, 177-182). Articles reporting randomised trials
must conform to the standards set by the Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)
consortium. A completed CONSORT Checklist (Consolidated Standards of Reporting Trials
(CONSORT) consortium) must accompany manuscripts reporting randomised controlled trials.


http://journals.cambridge.org/download.php?file=%2FBJN%2FS0007114514001597a.pdf
http://journals.cambridge.org/download.php?file=%2FBJN%2FBJN111_03%2FS0007114513002699a.pdf
http://journals.cambridge.org/download.php?file=%2FBJN%2FBJN109_05%2FS0007114512005107a.pdf
http://journals.cambridge.org/download.php?file=%2FBJN%2FBJN109_11%2FS0007114512006228a.pdf
http://www.icmje.org/
http://journals.cambridge.org/download.php?file=%2FBJN%2FBJN101_06%2FS0007114509289082a.pdf
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
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Submissions that do not include this information will not be considered for review until a
completed CONSORT Checklist has been submitted and approved.

Required disclosures: A paper describing any experimental work on human subjects must include
the following statement in the Experimental Methods section: "This study was conducted
according to the guidelines laid down in the Declaration of Helsinki and all procedures involving
human subjects/patients were approved by the [insert name of the ethics committee; a specific
ethics number MUST be inserted]. Written [or Verbal] informed consent was obtained from all
subjects/patients. [Where verbal consent was obtained this must be followed by a statement
such as: Verbal consent was witnessed and formally recorded]." For clinical trials, the trial
registry name, registration identification number, and the URL for the registry should be
included.

PLEASE NOTE: As a condition for publication, all randomised controlled trials that involve human
subjects submitted to BJN for review must be registered in a public trials registry. A clinical trial
is defined by the ICMJE (in accordance with the definition of the World Health Organisation) as
any research project that prospectively assigns human participants or groups of humans to one
or more health-related interventions to evaluate the effects on health outcomes. Registration
information must be provided at the time of submission, including the trial registry name,
registration identification number, and the URL for the registry.

EXPERIMENTS INVOLVING THE USE OF OTHER VERTEBRATE ANIMALS

Papers that report studies involving vertebrate animals must conform to the 'ARRIVE Guidelines
for Reporting Animal Research' detailed in Kilkenny et al. ( Pharmacol Pharmacother (2010) 1,
94-99) and summarised at www.nc3rs.org.uk. Authors MUST ensure that their manuscript
conforms to the checklist that is available from the nc3Rs website (the completed check list
should be uploaded as a separate document during submission of the manuscript). The
attention of authors is drawn particularly to the ARRIVE guidelines point 3b (‘'Explain how and
why the animal species and model being used can address the scientific objectives and, where
appropriate, the study's relevance to human biology', point 9¢ (‘Welfare-related assessments
and interventions that were carried out prior to, during, or after the experiment’) and point 17a
(‘'Give details of all important adverse events in each experimental group’). The Editors will not
accept papers reporting work carried out involving procedures that cause or are considered
likely to cause distress or suffering which would confound the outcomes of the experiments, or
experiments that have not been reviewed and approved by an animal experimentation ethics
committee or regulatory organisation.

Required disclosures: Where a paper reports studies involving vertebrate animals, authors must
state in the Experimental Methods section the institutional and national guidelines for the care
and use of animals that were followed and that all experimental procedures involving animals
were approved by the [insert name of the ethics committee or other approving body; wherever
possible authors should also insert a specific ethics/approval number].

Manuscript Format

The requirements of BJN are in accordance with the Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals produced by the ICMJE.

Typescripts should be prepared with 1.5 line spacing and wide margins (2 cm), the preferred
font being Times New Roman size 12. At the ends of lines, words should not be hyphenated
unless hyphens are to be printed. Line numbering and page numbering are required.

MANUSCRIPTS SHOULD BE ORGANISED AS FOLLOWS:

COVER LETTER


http://journals.cambridge.org/action/www.nc3rs.org.uk?sessionId=1F66E316002EFD6CE5B7295FFC1E8A0D.journals
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Papers should be accompanied by a cover letter including a brief summary of the work and a
short explanation of the novelty of the study and

how it advances nutritional science. The text for the cover letter should be entered in the
appropriate box as part of the online submission process.

TITLE PAGE

The title page should include:

1. Thetitle of the article;

Authors' names;

3. Name and address of department(s) and institution(s) to which the work should be
attributed for each author;

4. Name, mailing address, email address, telephone and fax numbers of the author
responsible for correspondence about the manuscript;

5. A shortened version of the title, not exceeding 45 characters (including letters and spaces)
in length;

6. Atleast four keywords or phrases (each containing up to three words).

n

Authors' names should be given without titles or degrees and one forename may be given in
full. Identify each author's institution by a superscript number (e.g. A.B. Smith?) and list the
institutions underneath and after the final author.

ABSTRACT

Each paper must open with an unstructured abstract of not more than 250 words. The abstract
should be a single paragraph of continuous text without subheadings outlining the aims of the
work, the experimental approach taken, the principal results (including effect size and the
results of statistical analysis) and the conclusions and their relevance to nutritional science.

INTRODUCTION

It is not necessary to introduce a paper with a full account of the relevant literature, but the
introduction should indicate briefly the nature of the question asked and the reasons for asking
it. It should be no longer than two manuscript pages.

EXPERIMENTAL METHODS

The methods section must include a subsection that describes the methods used for statistical
analysis (see the section on statistical analysis in the Appendix) and the sample size must be
justified by the results of appropriate calculations and related to the study outcomes.

Justification of sample size: All manuscripts that report primary research must contain a statistical
justification of sample size that is stated explicitly in the Statistics sub-section of the Methods.
Manuscripts that do not contain this information will be returned to the authors for correction
before peer review. The amended versions will be treated as new submissions. The information
required must include, but not be restricted to, the following:-

e Hypothesised effect size with appropriate justification.

e A statement regarding statistical power (typically 80%) and the two-sided significance level
(typically 0.04).

e An explanation of how the statistical power was calculated.

e Ifsample size is determined by the feasibility of recruitment minimally detectable effect sizes
should be provided instead of power analysis.


http://journals.cambridge.org/images/fileUpload/documents/IFC_Appendix.pdf
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The only exceptions are:-

e Meta-analyses.
e Exploratory or secondary analysis of observational studies based on large sample sizes

For studies involving humans subjects or experimental animals, the Methods section must
include a subsection that reports the appropriate ethical approvals for the study (see Ethical
Standards above).

All analytical procedures must be accompanied by a statement of within and between assay
precision.

Diets: The nutrient composition of diets used in studies published in BJN must be described in
detail, preferably in a table(s). Experimentally relevant differences in composition between diets
are essential. For instance, studies of fat nutrition should always include fatty acid compositions
of all diets.

PCR analysis: Where experiments involve measurement of mRNA including microarray analysis,
for analysis of individual genes, mRNA should be measured by quantitative RTPCR. A
statement about the quality and integrity of the RNA must be provided together with the results
of eletrophoretic analysis of the purity of the PCR products. Unless published elsewhere, full
details of the oligonuceoltide primers and of the PCR protocol must be stated either in the text
or in Supplementary Material. The stability of reference genes used for normalisation of PCR
data must be reported for the experimental conditions described. Where possible, analysis of
MRNA levels should be accompanied by assessment of either protein levels or activities.

Microarray analysis: Studies involving microarray analysis of mMRNA must conform to

the "Minimum Information about a Microarray Experiment" (MIAME) guidelines including
deposition of the raw data in an appropriate repository (the Access Code must be state din the
Methods). All microarray experiments must be accompanied by appropriate validation by
quantitative RTPCR.

RESULTS

These should be given as concisely as possible, using figures or tables as appropriate. Data
must not be duplicated in tables and figures.

DISCUSSION

While it is generally desirable that the presentation of the results and the discussion of their
significance should be presented separately, there may be occasions when combining these
sections may be beneficial. Authors may also find that additional or alternative sections such as
‘conclusions' may be useful. The discussion should be no longer than five manuscript pages.
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Here you may acknowledge individuals or organizations that provided advice and/or support
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FINANCIAL SUPPORT

Please provide details of the sources of financial support for all authors, including grant
numbers. For example, "This work was supported by the Medical research Council (grant
number XXXXXXX)". Multiple grant numbers should be separated by a comma and space, and
where research was funded by more than one agency the different agencies should be
separated by a semi-colon, with "and" before the final funder. Grants held by different authors


http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html
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should be identified as belonging to individual authors by the authors' initials. For example, "This
work was supported by the Wellcome Trust (A.B., grant numbers XXXX, YYYY), (C.D., grant
number ZZZZ); the Natural Environment Research Council (E.F., grant number FFFF); and the
National Institutes of Health (A.B., grant number GGGG), (E.F., grant number HHHH)".

This disclosure is particularly important in the case of research that is supported by industry.
Support from industry not only includes direct financial support for the study but also support in
kind such as provision of medications, equipment, kits or reagents without charge or at reduced
cost and provision of services such as statistical analysis; all such support must be disclosed
here and if no such support was received this must be stated. Where no specific funding has
been provided for research, please provide the following statement: "This research received no
specific grant from any funding agency, commercial or not-for-profit sectors."

In addition to the source of financial support, please state whether the funder contributed to the
study design, conduct of the study, analysis of samples or data, interpretation of findings or the
preparation of the manuscript. If the funder made no such contribution, please provide the
following statement: "[Funder's name] had no role in the design, analysis or writing of this
article.”

CONFLICT OF INTEREST

Please provide details of all known financial, professional and personal relationships with the
potential to bias the work. Where no known conflicts of interest exist, please include the
following statement: "None."

For more information on what constitutes a conflict of interest, please see the International

Committee of Medical Journal Editors (ICM]E) guidelines.

AUTHORSHIP

Please provide a very brief description of the contribution of each author to the research. Their
roles in formulating the research question(s), designing the study, carrying it out, analysing the
data and writing the article should be made plain.

REFERENCES

References should be numbered consecutively in the order in which they first appear in the text
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