VALERIA AGUIAR GOMES

EFEITOS DO EXERCICIO AEROBIO NA FORMACAO DE
OXIDO NITRICO EM PACIENTES COM
SINDROME METABOLICA

CAMPINAS
Unicamp
2008



VALERIA AGUIAR GOMES

EFEITOS DO EXERCICIO AEROBIO NA FORMACAO DE
OXIDO NITRICO EM PACIENTES COM
SINDROME METABOLICA

Dissertagdo de Mestrado apresentada a Pds-Graduagdo da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas para a

obtencao do titulo de Mestre em Farmacologia

ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE EDUARDO TANUS DOS SANTOS

CAMPINAS
Unicamp

2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8% / 6044

Gomes, Valéria Aguiar

G585e Efeitos do exercicio aerébio na formagdo de 6xido nitrico em
pacientes com sindrome metabdlica / Valéria Aguiar Gomes.
Campinas, SP: [s.n.], 2008.

Orientador: José Eduardo Tanus dos Santos
Dissertagdao (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Sindrome Metabélica. 2. Oxido Nitrico. 3. Nitritos — Efeito
fisiolégico. 1. Santos, José Eduardo Tanus dos. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. III. Titulo.

Titulo em inglés: Effect of aerobic exercise on nitric oxide availability in patients with

metabolic syndrome

Keywords: ¢ Metabolic Syndrome
* Nitric Oxide

* Physiologic effect, Nitrites

Titulacdo: Mestre em Farmacologia

Banca examinadora:

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Prof. Dr. Wilson Nadruz Junior

Profa. Dra. Lusiane Maria Bendhack

Data da defesa: 19 - 08 - 2008



O

UNICAMP

Banca Examinadora da Dissertacéo de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos

Membros:

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos ‘? /g b

Prof. Dr. Wilson Nadruz Junior Doe Na J_) p—

Profa. Dra. Lusiane Marla Bendhack 4 <, ccere Feriitollnine e

Programa de Pés-Graduagéo em Farmacologia da Faculdade de Clénclas Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 19/08/2008

iii



Dedicatoria

Aos

meus pais

por serem meus exemplos,

minha forga,

meu alicerce e

aos meus irmdos

Vanessa e

Eduardo

pelas demonstracoes de carinho e

pelo companheirismo.



AGRADECIMENTOS

A DEUS por iluminar minha vida e ser minha fortaleza.

Ao Professor Doutor José Eduardo Tanus dos Santos, nao sé pelas orientagdes,
mas pela oportunidade oferecida e disponibilidade irrestrita que foram fundamentais para a

realizacdo deste trabalho.
Ao Dr. Antonio Casella Filho pelas colaboragdes e sugestdes indispensaveis.

Aos amigos do laboratério de Farmacologia, pelos momentos agraddveis
vivenciados durante a realizacdo deste trabalho e principalmente pela amizade, em especial

a Vania por ser uma super amiga em todos os momentos.

Ao professor Doutor Edson Antunes sou imensamente grata pela atencdo e

auxilio junto a coordenacao da P6s-Graduagdo da Farmacologia — UNICAMP.

A toda minha imensa familia pelo apoio, palavras de carinho e por entender a
minha auséncia em momentos especiais, em especial a minha Maezinha, meu av6 Carlos e

minha tia Cleia.
Ao Elisio pelo amor, companheirismo e principalmente pela paciéncia.
As minhas amigas-irmés Danielly e Gizelli pela amizade s6lida e verdadeira.

Aos amigos do Laboratério de Farmacologia-UFMA, em especial Alice,
Professora Socorro Cartdgenes e a Professora Marilene O. R. Borges, pela amizade,

carinho e por terem despertado em mim o amor pela Farmacologia.

Aos voluntérios que aceitaram participar desse estudo, sem 0s quais este projeto

nao existiria.



“Hd duas formas de viver a vida:
uma é acreditar que ndo existem milagres e

a outra é acreditar que todas as coisas s@o um milagre”.

Albert Einstein

Vi



SUMARIO

Pag.
RESUMO ...ttt ix
ABSTRACT ...ttt xi
1- INTRODUGAO..........ooomieieiieieeeeeee e 13
1.1- Sindrome Metabolica.................cccocoiiiiiiiiinininicecceee e 14
1.2- EXercicio FiSICO.............ccocoiiiiiiiiiiccce e 16
1.3- OXAd0 NILIUCO.........ooooveeeieeieeeeieseessees s 17
2- OBJETIVO.....ooiiiiiiee ettt 20
3- CAPITULO.......oomioieeeeeeeeeeeeee e 2
G- DISCUSSAOQ.........ooooieeeeeeeeeseeeee e 44
5- CONCLUSAQ..........oooiiriieiieeiee e 49
6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............o.ccooooovoirieeoeeeeeeeseeeeeeeeenns 51
T- ANEXOS.....ooiiii s 59
Termo de consentimento livre e esclarecido...........cooooieiiiiiiiiiiiiiiiiie, 60

vii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADMA- Dimetilarginina assimétrica

eNOS- Sintase endotelial do 6xido nitrico
FC- Freqiiéncia Cardiaca

GCs- Guanilato ciclase solivel

GMPc- 3’5’ -monofosfato de guanosina ciclica

HDL- Lipoproteina de Alta Densidade

HSP- Proteina de choque térmico
IMC- Indice de Massa Corpérea
iNOS- Sintase induzivel do 6xido nitrico

LDL- Lipoproteina de Baixa Densidade
MDA - Malondialdeido
MetS- Sindrome Metabodlica

mmHg- Milimetro de mercirio

nNOS- Sintase neuronal do 6xido nitrico
NO- Oxido Nitrico

PA- Pressdo Arterial

ROS Espécies reativas de oxigénio
SOD Superdxido dismutase

TBARS- Substiancias reativas ao acido tiobarbitirico

viil



RESUMO




A sindrome metabdlica (MetS) consiste em um conjunto de fatores de risco para doengas
cardiovasculares. O o6xido nitrico (NO) exerce papel fundamental na manutencdo da
homeostase cardiovascular. Portanto, a avaliacdo da biodisponibilidade do NO € de grande
interesse clinico, pois possibilita a avaliacdo clinica da fungdo vascular. A hipdtese deste
estudo € que o exercicio aerébio regular aumente a producdo de NO em individuos com
MetS. Para abordar esta questdo, foram estudados 48 individuos sedentarios, dos quais
20 individuos eram sauddveis (controles) e 28 pacientes com MetS. Dezoito pacientes com
MetS foram submetidos a um periodo de 3 meses de exercicio. Medimos as concentragdes
de nitrito no sangue total e no plasma, pelo método de quimioluminescéncia, em todos os
participantes e depois do exercicio no grupo com MetS. Além disso, avaliamos a
concentracdo plasmatica de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), um segundo
mensageiro, € dimetilarginina assimétrica (ADMA), um inibidor endégeno da 6xido nitrico
sintase, utilizando ensaios imunoenzimaticos comerciais. Para avaliar o estresse oxidativo,
medimos as concentragdes de substancias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBA-RS)
utilizando método fluorimétrico. Os resultados revelaram que o exercicio ndo produziu
alteragdes significativas nas concentracdes plasmdticas de nitrito nos pacientes com MetS,
mas as concentragdes de nitrito no sangue total aumentaram significativamente apds o
exercicio no grupo com MetS. Também neste grupo, observou-se que, a concentragio de
GMPc aumentou significativamente apds o exercicio, mas a concentracdo de ADMA e
TBA-RS diminuiram. Nossos resultados sugerem que o exercicio aer6bio aumenta a
producdo de NO em pacientes com MetS proporcionando efeitos benéficos ao sistema

cardiovascular.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica, 6xido nitrico, nitrito, nitrito no sangue total.
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ABSTRACT




The metabolic syndrome (MetS) denotes a clustering of cardiovascular risk factors.
The nitric oxide (NO) is plays a pivotal role in the maintenance of cardiovascular
homeostasis. The measurement of nitric oxide (NO) bioavailability is of great clinical
interest in the assessment of vascular health. We hypothesized that regular aerobic exercise
training increase NO production in individuals with MetS. To address this issue, we studied
48 sedentary individuals, 20 healthy subjects (controls) and 28 patients with MetS.
Eighteen of those with MetS were subjected to a 3 months of exercise training.
We measured by ozone-based chemiluminescence the whole blood and plasma nitrite
concentration in all participants, including before and after training in MetS group.
In addition, we assessed the plasma concentration of cyclic guanosine monophosphate
(cGMP), a second messenger of NO, and asymmetrical dimethylarginine (ADMA),
an endogenous nitric oxide synthase inhibitor, using commercial enzyme immunoassay.
To evaluate oxidative stress we measured thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)
concentrations using fluorometric method. The results revealed that exercise training
produced no significant changes in plasma nitrite concentrations in patients with MetS,
but the whole blood nitrite concentrations significantly increased after training in MetS
group. Also in this group we observed that, the cGMP concentration significantly increased
but the concentration of ADMA, and TBA-RS decreased. Our findings suggest that aerobic
exercise increases NO production in patients with metabolic syndrome providing beneficial

effects on cardiovascular system.

Key words: Metabolic Syndrome, Nitric Oxide, Nitrite, Whole blood nitrite.
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1.1- Sindrome Metabolica

O conceito de Sindrome Metabdlica (MetS) ¢ conhecido hé cerca de 80 anos.
E aplicado como um conjunto de fatores de risco cardiometabélicos associados com o
aumento do risco de desenvolver doengas cardiovasculares e diabetes tipo 2. Uma das
primeiras observagdes relacionadas a sindrome foi realizada em 1922 por Kylin onde ele
observou uma associacdo de hipertensdo, hiperglicemia e gota (Eckel et al. 2005).
Reaven (1998) relacionou esse conjunto de fatores de risco metabdlico com a resisténcia a
insulina, originando o termo ‘“sindrome X”. Porém, a MetS também ¢ conhecida como

sindrome da resisténcia a insulina.

Os principais componentes da MetS sdo hipertensdo, resisténcia a insulina,
obesidade e dislipidemia, todos esses componentes estdo associados com os fatores de risco
para doengas cardiovasculares. De acordo com a I Diretriz Brasileira de Diagndstico e
Tratamento da Sindrome Metabolica (I-DBSM), a MetS consiste da combinagdo de pelo

menos 3 dos seguintes componentes:

1- Presenca de obesidade abdominal estimada pela circunferéncia abdominal
Homens: circunferéncia abdominal > 102 cm
Mulheres: circunferéncia abdominal > 88 cm

2- Concentragao plasmatica de triglicérides > 150 mg/dL ou em uso de medicagao

hipolipemiante

3- Concentragao reduzida de HDL
Homens: HDL < 40 mg/dL
Mulheres: HDL < 50 mg/dL

4- Hipertensao arterial com PA sistolica >130 mmHg e diastdlica > 85 mmHg ou em uso de

medicamento anti-hipertensivo

5- Glicemia de jejum > 100 mg/dL ou diagnoéstico prévio de diabetes.

Introdugdo
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Os critérios adotados pela I-DBSM estdo de acordo com os critérios
estabelecidos pelo National Cholesterol Education Program (NCEP-ATP III-2001) e pela
American Heart Association (AHA).

A fisiopatologia da MetS ¢ multifatorial e complexa. A obesidade (representada
principalmente pela obesidade abdominal) e a resisténcia a insulina, que normalmente estdo
relacionadas, sdo as duas provaveis causas da sindrome metabolica (Grundy 2006). Sabe-se
que a obesidade pode resultar em resisténcia a insulina, pois em pessoas obesas o tecido
adiposo em excesso libera uma variedade de fatores que podem contribuir para a redugao
da sensibilidade a insulina. Outros fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da
MetS incluem o tabagismo, sedentarismo, dieta aterogé€nica, obesidade e fatores genéticos

(Grundy et al. 2004b; Eckel et al. 2005).

A MetS ¢ um fator de prognoéstico de desenvolvimento de diabetes, pois com a
progressdo da MetS a diabetes se instala (Hanson et al. 2002; Laaksonen et al. 2002).
O risco de um paciente com MetS desenvolver diabetes do tipo 2 € cinco vezes maior do
que o paciente sem MetS (Stern et al. 2004), e o risco desse paciente com MetS que
desenvolveu diabetes tipo 2 desenvolver alguma doenca cardiovascular ¢ de cerca
cinco vezes (Stern et al. 2004). A MetS também esta associada com o aumento do risco de
infarto e acidente vascular encefalico (Ninomiya et al. 2004). Pacientes com MetS tem o
dobro de chances de desenvolver doenca aterosclerdtica quando comparado a pacientes sem

MetS (Isomaa et al. 2001; Lakka et al. 2002); (Malik et al. 2004; Ninomiya et al. 2004).

A prevaléncia de MetS na populagdo americana adulta estd em torno de 24%
(Ford 2005), e independentemente da definicdo empregada, a prevaléncia aumenta com a
idade (Isomaa et al. 2001; Grundy et al. 2004a; Eckel et al. 2005; Ford 2005). Devido as
diferentes defini¢cdes de MetS, a comparagao da prevaléncia entre as populacdes tornou-se
dificil. Em alguns estudos que incluiram pessoas entre 20-25 anos a prevaléncia varia na
populagdo urbana entre 8% (India) a 24% (EUA) em homens e 7% (Franga) a 43% (Iran)
em mulheres (Eckel et al. 2005).

O National Cholesterol Education Program (NCEP-ATP I1I-2001), American
Heart Association (AHA) e a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) entre outros

estabeleceram defini¢des e critérios de diagndstico para a MetS, entretanto cada defini¢do

Introdugdo
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estabelecida apresenta diferentes componentes com isso dificultando o estudo da MetS.
Devido as controvérsias sobre a defini¢do ou o significado da sindrome metabdlica em
2006 a AHA e a American Diabetes Association (ADA) publicaram uma declaracao
introduzindo o termo “risco cardiometabolico” para designar o risco de diabetes e doenga

cardiovascular (Eckel et al. 2006).

1.2- Exercicio Fisico

A pratica de exercicios fisicos retarda a progressdao da MetS (Grundy et al.
2004b), previne o desenvolvimento de doengas coronarianas (Thompson et al. 2003) e
reduz os fatores de risco cardiometabolicos, a morbidade e mortalidade cardiovasculares
(Thompson et al. 2003) logo é recomendado como tratamento de pacientes com MetS

(Hornig et al. 1996).

O exercicio fisico regular praticado por longos periodos melhora o perfil
lipidico ao reduzir triglicérides plasmaticos (Durstine et al. 2001) e elevar os niveis de HDL
(Durstine et al. 2001; Leon and Sanchez 2001). Barnard et al (Barnard et al. 1992)
demonstraram que a combinag¢do de atividade fisica e dieta balanceada em pacientes
diabéticos e resistentes a insulina reduz a pressdo sangiiinea, niveis plasmaticos de glicose,
insulina e triglicérides. Em adultos com sobrepeso e obesos tem-se demonstrado que a
atividade fisica ¢ inversamente associada com a prevaléncia de MetS (Ekelund et al. 2005;
LaMonte et al. 2005). Estudo recente avaliou a eficicia do exercicio fisico em
105 pacientes com MetS e apds 20 semanas de exercicio fisico supervisionado,
eles observaram que 30% dos participantes ndo eram mais classificados como com
sindrome metabodlica (Katzmarzyk et al. 2003), evidenciando a importancia da atividade

fisica regular.

Viérios estudos sugerem que a melhora na fun¢do cardiaca (Kojda and
Hambrecht 2005) dentre outras alteragdes metabolicas produzidas pela pratica do exercicio
fisico pode ser resultado, pelo menos em parte, do aumento na biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO), pois estudos clinicos evidenciam que o exercicio fisico regular aumenta os
niveis de nitrito e nitrato (NOx), que sdo os metabolitos do NO (Maeda et al. 2001;
Green et al. 2002; Goto et al. 2003; Higashi and Yoshizumi 2004; Maeda et al. 2004;
Green et al. 2005; Goto et al. 2007).

Introdugdo

16



Estudos realizados em modelos animais demonstraram que apds exercicio
cronico houve um aumento significativo na expressdo do gene da sintase endotelial do
oxido nitrico (eNOS) que ¢ a enzima que produz NO no endotélio (Sessa et al. 1994).
Estudo anterior (Maeda et al. 2001) demonstrou que os niveis de NOx aumentaram
significativamente apds 8 semanas de exercicio e que apos 8 semanas de repouso 0s niveis
de NOx retornam aos niveis basais. Portanto, esses trabalhos sugerem que os beneficios no
sistema cardiovascular observados em individuos que praticam exercicio fisico
regularmente, como por exemplo, os efeitos anti-aterosclerdticos, sdo promovidos pelo NO

j& que ocorre um aumento na biodisponibilidade de NOx.

1.3- Oxido Nitrico

O aumento da biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO) promovido pelo
exercicio ¢ de fundamental importancia, pois a redu¢do da biodisponibilidade do NO ¢
observada em pacientes hipertensos ¢ em outras doencas cardiovasculares, sugerindo que o
NO exerce um papel fundamental na fisiopatologia de doencas cardiovasculares

ateroscleroticas (Maeda et al. 2001; Maeda et al. 2004).

O NO exerce diversas fungdes celulares como vasodilatagdo, inibicao da
agregacdo plaquetdria, crescimento celular, neurotransmissdo, entre outros. O NO ¢
sintetizado a partir da L-arginina, que ¢ convertida em L-citrulina e NO, sendo a reagdo

catalisada pelo NO-sintase (NOS).

Existem trés isoformas desta enzima que estdo presentes em varios tecidos.
As trés isoformas da NOS sao: neuronal (nNOS ou NOSI), induzida (iNOS ou NOSII) ¢
endotelial (eNOS ou NOSIII) (Kiechle and Malinski 1993). A eNOS ¢ uma isoforma
dependente do complexo célcio-calmodulina, encontrada nas células endoteliais vasculares
e ¢ a principal responsavel pela sintese de NO no sistema cardiovascular (Moncada and

Higgs 1993; Nathan and Xie 1994; Cooke and Dzau 1997).

O NO interage com o grupo heme da guanilato ciclase soluvel (sGC),
que acarreta uma alteracdo conformacional desta enzima, tornando-a ativa (GCa).

A GCa sintetiza GMPc a partir da guanosina trifosfato (GTP) (Moncada and Higgs 1993;

Introdugdo
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Moro et al. 1996; Andreopoulos and Papapetropoulos 2000; Davis et al. 2001a) e um
aumento da concentragdo de GMPc na célula muscular resulta no relaxamento desta célula,

sendo portanto a via NO-GMPc de fundamental importancia para a homeostase vascular.

O NO ¢ um gas cuja meia-vida ¢ de apenas alguns segundos com isso
dificultando a sua quantificagdo. Portanto, a analise da biodisponibilidade do NO produzido
pela eNOS ¢ realizada através da dosagem dos principais produtos de oxidacdo do NO,
que sdo o nitrito e o nitrato (Ellis et al. 1998). No entanto, alguns fatores podem afetar os
niveis de nitrato como o sexo, dieta, etnia, medicamentos (Tannenbaum 1979; Kelm 1999)
entre outros e com isso limitar o uso desse metabolito para refletir a producdo de NO
proveniente da atividade da eNOS. Estudos recentes evidenciam que 70% do nitrito
circulante advém da atividade basal da eNOS (Kleinbongard et al. 2003). Além disso,
as concentracdes de nitrito refletem a intensidade de disfun¢do endotelial em humanos,
pois as concentracdes de nitrito reduzem com o aumento dos fatores de risco cardiovascular
(Kleinbongard et al. 2006). Porém, as medidas de nitrito plasmatico ignoram a importancia
do nitrito e do metabolismo do NO nos eritrocitos, ja que estudos sugerem que o eritrocito é
um reservatorio do nitrito vascular, pois cerca de dois tercos do nitrito esta localizado no

interior das hemadcias (Dejam et al. 2005).

Prejuizos na producdo ou biodisponibilidade do NO contribuem para o
desenvolvimento de varios estados fisiopatologicos, como a predisposi¢do a hipertensdo,
e aterosclerose e outras doencas cardiovasculares (Moncada et al. 1991; Moncada and
Higgs 1993; Cooke and Dzau 1997). A dimetilarginina assimétrica (ADMA) ¢ um dos
anadlogos da L-arginina e inibidor enddgeno das trés isoformas da NOS, portanto pode
contribuir para a redugdo da produ¢do de NO. A ADMA e os demais analogos da
L-arginina ndo s3o capazes de servir como substrato da NOS, mas inibe a NOS
competitivamente e causam desacoplamento da NOS com os seus co-fatores, com isso a
producdo de NO fica prejudicada pois a NOS comega a produzir espécies reativas do
oxigénio, contribuindo dessa forma para o aumento do estresse oxidativo. A ADMA eleva a
pressdo sangiliinea, causa vasoconstricdo e prejudica o relaxamento dependente do
endotélio, logo concentracdes elevadas de ADMA tem sido associadas com diversas

doengas cardiovasculares (Vallance et al. 1992; Boger et al. 1998).
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O estresse oxidativo também esta associado com diversos eventos patoldgicos,
como hipertensdo, diabetes, e aterosclerose. No estresse oxidativo observa-se um aumento
das espécies reativas ao oxigénio (ROS) que levam a danos a estruturas de proteinas,
lipidios ¢ DNA causando danos celulares como a peroxidacao lipidica. Com o aumento da
producdo de ROS como o anion superoxido observa-se uma maior interacdo desse anion
com o NO resultando na formagdo de peroxinitrito que também ¢ um marcador do estresse
oxidativo (Dudzinski et al. 2006) e possui efeito pro-aterogénico e deletério. Portanto, o
estresse oxidativo acarreta na inativacdo do NO e aumento de peroxidacgdo lipidica e dos

danos celulares.

Considerando que a pratica regular de exercicios fisicos leva a uma melhora na
fun¢do endotelial e que a biodisponibilidade do NO esta associada a essa melhora, nenhum
trabalho anterior avaliou se a pratica de exercicios regulares aumenta a biodisponibilidade
de nitrito (principal marcador da producdo endogena de NO) em pacientes com sindrome

metabolica.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar se o exercicio aerébico melhora a
biodisponibilidade de 6xido nitrico em pacientes com Sindrome Metabdlica. Para testar esta
hipétese, foram avaliados os niveis circulantes de marcadores da formacao do NO, como o
nitrito plasmético e no sangue total, guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico. Também, foram
medidos os niveis circulantes de dimetilarginina assimétrica (ADMA; um inibidor
endogeno da NO sintase) e de espécies reativas do 4cido barbiturico (TBA-RS),

para avaliar o estresse oxidativo.
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Abstract: The metabolic syndrome (MetS) denotes a clustering of cardiovascular risk
factors. The measurement of nitric oxide (NO) bioavailability is of great clinical interest in
the assessment of vascular health. We hypothesized that regular aerobic exercise training
increase NO production in individuals with MetS. To address this issue, we studied 48
sedentary individuals, 20 healthy subjects (controls) and 28 patients with MetS. Eighteen of
those with MetS were subjected to a 3 months of exercise training. We measured by ozone-
based chemiluminescence the whole blood and plasma nitrite concentration in all
participants, including before and after training in MetS group. In addition, we assessed the
plasma concentration of cyclic guanosine monophosphate (cGMP), a second messenger of
NO, and ADMA, an endogenous nitric oxide synthase inhibitor, using commercial enzyme
immunoassay. To evaluate oxidative stress we measured thiobarbituric acid reactive
substances (TBA-RS) concentrations using fluorometric method. The results revealed that
exercise training produced no significant changes in plasma nitrite concentrations in
patients with MetS, but the whole blood nitrite concentrations significantly increased after
training in MetS group. Also in this group we observed that, the cGMP concentration
significantly increased but the concentration of ADMA, and TBA-RS decreased. Our
findings suggest that aerobic exercise increases NO production in patients with metabolic

syndrome providing beneficial effects on cardiovascular system.

Key words: Metabolic Syndrome, Nitric Oxide, Nitrite, Whole blood nitrite.
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Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is defined as a clustering of risk factors associated
with an increased risk for diabetes and cardiovascular disease [1]. The key components of
MetS include hypertension, insulin resistance, dyslipidemia, and abdominal obesity, all
associated as risk factors for cardiovascular disease [1]. Regardless of how MetS is defined,
its prevalence is highly age-dependent [2, 3], and smoking, atherogenic diet, obesity,

genetic factors, and physical inactivity contribute for its increasing prevalence [2, 4].

The management of patients with MetS includes the recommendation for
regular physical activity [4]. This recommendation is based on the fact that physical activity
improves metabolic risk factors and delays the development of coronary artery disease [5],
thus reducing cardiovascular morbidity and mortality [6]. Indeed, physical activity is
inversely associated with the prevalence of MetS, even among overweight and obese
individuals [7, 8]. In addition to beneficial metabolic modifications [9], exercise training
produces a variety of cardiovascular beneficial effects including reductions in blood
pressure and improved vascular function [10-14], which may result, at least in part, from
increased nitric oxide (NO) bioactivity [15, 16]. This probably is of major importance
because NO is plays a pivotal role in the maintenance of cardiovascular homeostasis [17,
18], and impaired NO bioavailability has been reported in hypertension and other
cardiovascular diseases [19-22]. Therefore, enhanced NO formation associated with
exercise training could improve vascular function, attenuate leukocyte adhesion to
endothelial cells, inhibit platelet aggregation, and modulate smooth muscle proliferation

[19] in patients with MetS.

The aim of the present study was to examine whether aerobic exercise training
improves NO bioavailability in patients with MetS. To test this hypothesis, we assessed the
circulating levels of markers of NO formation [23-27] such as plasma and whole blood
nitrite, and cyclic guanosine 3’,5’-monophosphate (cGMP). In addition, we also measured
the circulating levels of asymmetrical dimethylarginine (ADMA; an endogenous inhibitor
of NO synthase [28]) and thiobarbituric acid reactive species (TBA-RS; to assess oxidative
stress [29]).
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Materials and Methods
Subjects and study protocol

The study protocol was approved by the Institutional Review Board of the
University of Sao Paulo Medical School, and each subject provided written informed
consent. Forty-eight subjects were studied, including 28 patients with MetS selected from
the routine outpatient clinic of the Heart Institute, and 20 healthy controls randomly
selected from the local population and unrelated to the patients. All participants underwent
a complete medical history and physical examination prior and after to the exercise
intervention. The subjects were non smokers and abstainers or only moderate alcohol
consumers (less than <25 g/d). Participants with evidence of cardiovascular, renal, hepatic,
gastrointestinal, pulmonary, endocrine or oncological diseases were excluded. None was
receiving antioxidant vitamin supplementation or drugs known to affect lipoprotein
metabolism. Metabolic syndrome was defined according to the American Heart

Association/National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement [30].

Cardiopulmonary exercise test and determination of exercise intensity training

Eighteen patients in the MetS group were subjected to an individual exercise
(E+) training for 3 months and ten other patients with MetS remained as a sedentary group
(E-). Prior to starting the exercise training, the participants underwent a cardiopulmonary
exercise test to measure maximum oxygen consumption (VO, max), thus allowing the
determination of appropriate individual level of exercise intensity. This level of exercise
was set with basis on the heart rate corresponding to the anaerobic threshold up to 10%
below the respiratory compensation point. The anaerobic threshold was considered to occur
when the linearity between oxygen uptake and carbon dioxide production was lost. The
exercise training consisted of a three times a week supervised and controlled training load

(45 min/day) for 3 months on a bicycle ergometer at the training heart rate.

Blood samples for assessment of markers of NO formation, ADMA, TBA-RS,
and other laboratory tests were collected from healthy controls, and from patients with

MetS before (baseline; BL) and after three months of exercise (E+) or lack of exercise (E-).
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Laboratory tests

Blood samples for serum lipid profile and glycemia determinations were
obtained after at least 12 hours of fasting and always at the same period of the menstrual
cycle in women, and at least 16 hours after the last exercise session. Total plasma
cholesterol, triglycerides, glycemia and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels
were measured by commercially available kits using standardized techniques. The low-
density lipoprotein cholestrol (LDL-C) was calculated as described by Friedewald et al
[31].

Measurement of plasma nitrite concentrations

Venous blood samples were collected in tubes containing heparin and
immediately centrifuged at 1,000 g for 3 min. Plasma aliquots were stored at -70 °C until
analyzed in triplicate for their nitrite content using an ozone-based chemiluminescence
assay as previously described [32-35]. Briefly, to measure nitrite concentrations in plasma,
300 uL of plasma samples were injected into a solution of acidified tri-iodide, purging with
nitrogen in-line with a gas-phase chemiluminescence NO analyzer (Sievers Model 280 NO
Analyzer, Boulder, CO, USA). Approximately 8 mL of tri-iodide solution (2 g potassium
iodide and 1.3 g iodine dissolved in 40 mL water with 140 mL acetic acid) were placed in
the purge vessel into which plasma samples were injected. The tri-iodide solution reduces

nitrites to NO gas, which is detected by the NO analyzer.

Measurement of whole blood nitrite concentrations

Venous blood samples were collected in tubes containing heparin and
immediately mixed with a nitrite preservation solution in a 4:1 dilution, as previously
described [29, 36, 37]. Briefly, this solution contains 0.8 M ferricyanide and 1% NP-40 [29,
36, 37]. The samples were deproteinated with methanol (1:1) and centrifuged at 14,000g for

3 min. Then, 300 pL supernatant were injected into the solution of acidified tri-iodide,
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purged with nitrogen in-line with a gas-phase chemiluminescence NO analyzer, as

described above.

Measurement of plasma cGMP and ADMA concentrations

Venous blood samples were collected in tubes containing EDTA for the
determination of plasma cGMP (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) and
ADMA (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Germany) levels using commercial enzyme
immunoassays (ELISA). The plasma was separated by centrifugation and stored at —70° C

until assayed according to the manufacturer's instructions.

Measurement of Thiobarbituric acid reactive species (TBA-RS) in plasm.a

Plasma lipid peroxide levels were determined by measuring thiobarbituric acid
reactive substances using a fluorometric method as previously described [38]. This method
requires excitation at 515 nm and emission at 553 nm and uses 1,1,3,3-
tetramethoxypropane as standard. The lipoperoxide levels were expressed in terms of

malondialdehyde (nmol/ml).

Statistical analysis

All the results were expressed as mean + SEM. The clinical characteristics of
study groups were compared by Student unpaired ¢ test. Within and between groups
comparisons were assessed by Student unpaired ¢ test and Student paired ¢ test. A

probability value < 0.05 was considered the minimum level of statistical significance.
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Results

The clinical characteristics of all participants are summarized in the Table 1.
We found no significant differences in age, LDL-cholesterol, and total cholesterol when
Controls were compared with patients with MetS (all P<0.05; Table 1). However, patients
with MetS presented higher BMI, waist circumference, arterial blood pressure,
triglycerides, LDL, and glycemia compared with Controls (all P<0.05; Table 1). Moreover,
patients with MetS presented lower HDL levels than Controls (P<0.05; Table 1). Exercise
training produced no significant changes in these clinical and biochemical parameters (all

P>0.05; Table 1).

Interestingly, patients with MetS had significant lower plasma and whole blood
nitrite concentrations compared with those found in Controls (both P<0.05; Figs. 1A and
1B). While exercise training produced no significant changes in plasma nitrite levels
(P>0.05; Fig. 1A), the circulating concentrations of nitrite in whole blood increased

significantly in patients with MetS (from 242433 nM to 465+64 nM; P<0.05; Fig. 1B).

Patients with MetS had significant lower plasma cGMP concentrations
compared with those found in Controls (P<0.05; Fig. 2), and exercise training increased
plasma cGMP concentrations in patients with MetS (from 10.4 £1.6 fmol/uL to 13.8 £1.8
fmol/uL; P<0.05; Fig. 2).

Although we found no significant differences in the circulating ADMA
concentrations when patients with MetS were compared with Controls (P>0.05; Fig. 3),
these levels decreased significantly after exercise training in patients with MetS (from

1.96+£0.11 pumol/L to 1.73+0.09 umol/L; P<0.05; Fig. 3).

We found increased TBA-RS concentrations in patients with MetS compared
with Controls (P<0.05; Fig. 4), and exercise training reduced singnificantly these

concentrations (from 8.08+0.52 nmol/mL to 6.60+0.33 nmol/mL; P<0.05; Fig. 4).
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Discussion

The main findings of the present study were: i) compared with healthy subjects,
patients with MetS have lower concentrations of markers of NO formation, including whole
blood nitrite, plasma nitrite, and plasma c¢cGMP, which were associated with increased
oxidative stress; 1i) exercise training increases the concentrations of some markers of NO
formation (whole blood nitrite and ¢cGMP) and decreases oxidative stress, and the
circulating concentrations of an endogenous inhibitor of NO synthase (ADMA). To our
knowledge, this is the first study showing clinical evidence for lower endogenous NO
formation in patients with MetS, and for improvements in NO formation associated with

exercise training in MetS patients.

The increased cardiovascular risk associated with MetS [1], a condition
affecting about 25% of US adults [2], is inversely associated with physical activity [7].
Therefore starting on regular physical activity may reduce the cardiovascular risk of MetS
patients, even though the mechanisms for this beneficial effect are not entirely known. We
found lowered plasma nitrite levels in MetS patients compared with healthy controls, and
these results may reflect the degree of endothelial dysfunction commonly seen in MetS
patients [23]. Moreover, we found that exercise training increased whole blood nitrite
concentrations in MetS patients, and the circulating levels of nitrite (a major vascular
storage pool of NO [39]) reflect NO synthase activity [23, 24, 26, 40]. Supporting these
findings, whole blood nitrite concentrations were suggested to better reflect NO production
because erythrocytes are the major intravascular storage sites of nitrite in the blood [37].
These findings are consistent with the suggestion that exercise training could improve
endothelial dysfunction in MetS patients by enhancing NO bioavailability [10-13], thus

reducing their cardiovascular risk.

NO stimulates soluble guanylyl cyclase to increase cGMP content [41]. This
molecule is a major mediator of many of the biological effects of NO [41], and the
circulating concentrations of c¢cGMP may reflect NO synthase activity [27, 42].
Interestingly, our cGMP results paralleled our whole blood nitrite results, thus further
supporting the ideas that patients with MetS have lower NO activity, and that exercise

training improves NO formation in these patients. The increases in cGMP that we found in
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MetS patients after exercise training are similar to those found in subjects with elevated
cardiovascular risk after a 12-week endurance training [43], and to those found in elderly

women after 3 months of moderate acrobic exercise [13].

The precise mechanisms by which exercise training improves NO formation are
still not well elucidated. Increased vascular shear stress is certainly a major factor. Indeed,
exercise increases blood flow and vascular shear stress, thus stimulating NO formation and
up-regulating eNOS protein levels through multiple mechanisms [12, 37, 44, 45]. Our
findings, however, may offer some mechanistic clues about this issue. ADMA is an
endogenous inhibitor of NO synthase [28], and mounting evidence indicates that elevated
ADMA concentrations are associated with increased cardiovascular risk [28, 46, 47].
Although we found similar circulating ADMA levels in MetS patients and healthy controls,
these levels decreased significantly after exercise training, thus suggesting the increases in
NO formation that we found after exercise training could be due, at least in part, to the
reductions in ADMA concentrations. This suggestion is supported by similar decreases in
ADMA concentrations after exercise training that has been reported in patients with type 1

diabetes mellitus [48].

Another mechanism that may be involved in the increased NO bioavailability
after exercise training is decreased oxidative stress [49]. In fact, increased production of
reactive oxygen species (ROS) has been proposed as a contributing factor to MetS [50], and
ROS may inactivate NO [49]. Therefore, it is possible that the increases in whole blood
nitrite found in the present study may have resulted, at least in part, from the decreases in
oxidative stress, as suggested by lower TBA-RS concentrations after exercise training.
These results are supported by previous results showing that aerobic exercise training
reduces oxidative stress in patients with type 2 diabetes mellitus [51]. However, additional
studies are necessary to elucidate the mechanisms lead to improve of NO production after

exercise.

In conclusion, our data show impaired NO activity and increased oxidative
stress in patients with MetS, which are partially reverted by exercise training. These
biochemical effects caused by exercise training were associated with decreases in the
circulating levels of an endogenous inhibitor of NO synthesis, and may explain part of the

beneficial cardiovascular effects commonly found after exercise training.
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Table 1- Clinical and laboratorial characteristics of study groups.

Controls Metabolic Syndrome
Age (years) 494+£23 455+£24

BL E- BL E+

N 20 10 10 18 18
BMI (kg/m?) 243+ 1 332+1 33.4+1 33.6+ 1* 335+1
WC (cm) 88 +2 103 £2* 104 +2 111 £2% 107 £2
SAP (mmHg) 119+2 140 £ 3* 139+2 140 + 2% 136 £2
DAP (mmHg) 74 +2 90 £ 2% 88 +2 92 + 1* 89+ 1
HR (bpm) 70+2 76 +2 75+1 75+ 1* 72 +1
TChol (mg/dL) 191+6 201 +7 204+ 6 202 +5 1956
Trigl (mg/dL) 121 +£7 212 + 18%* 195+ 15 214 + 16* 181 £ 16
HDL (mg/dL) 51+2 39+ 1* 40+ 1 36+ 1* 37+1
LDL (mg/dL) 115+6 119+6 124 +£3 127+6 122+7
Glycemia (mg/dL) 80+ 1 102 £4* 108 £5 113+ 5% 102 +4

Values are the mean + S.E.M.; BMI = body mass index; WC= waist circumference; SAP = systolic arterial
pressure; DAP = diastolic arterial pressure; HR = heart rate; TChol = total cholesterol; Trigl = Triglycerides.

* = P<(.05 versus Healthy controls.
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Figure Legends:

Figure 1- Plasma nitrite (panel A) and whole blood nitrite (panel B) concentrations in
Controls (N = 20; open bars), and in patients with metabolic syndrome, before
and after 3 months without exercise training (E-; N=10; diagonal bars), and
before and after 3 months of exercise training (E+; N = 18; solid bars).

The bars indicate the means + S.E.M.
* P<0.05 vs. Controls, by unpaired t test.
# P<0.05 vs. respective Baseline (BL), by paired t test.

Figure 2- Plasma ¢cGMP concentrations in Controls (N = 20; open bars), and in patients
with metabolic syndrome, before and after 3 months without exercise training
(E-; N=10; diagonal bars), and before and after 3 months of exercise training
(E+; N = 18; solid bars).

The bars indicate the means + S.E.M.

* P<0.05 vs. Controls, by unpaired t test.
# P<0.05 vs. respective Baseline (BL), by paired t test.

Figure 3- Plasma ADMA concentrations in Controls (N = 20; open bars), and in patients
with metabolic syndrome, before and after 3 months without exercise training
(E-; N=10; diagonal bars), and before and after 3 months of exercise training
(E+; N = 18; solid bars).

The bars indicate the means = S.E.M.

* P<0.05 vs. Controls, by unpaired t test.
# P<0.05 vs. respective Baseline (BL), by paired t test.

Figure 4- Thiobarbituric acid reactive substances expressed in terms of malondialdehyde
(MDA) in plasma samples from Controls (N = 20; open bars), and from patients
with metabolic syndrome, before and after 3 months without exercise training
(E-; N=10; diagonal bars), and before and after 3 months of exercise training
(E+; N = 18; solid bars).

The bars indicate the means = S.E.M.
* P<0.05 vs. Controls, by unpaired t test.
# P<0.05 vs. respective Baseline (BL), by paired t test.
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Neste estudo, foi investigado principalmente o impacto do exercicio fisico nas
concentragdes de nitrito em pacientes com sindrome metabdlica. Nossos resultados
demonstraram um aumento significativo do nitrito no sangue total e nas concentracdes
plasmdticas GMPc. Correspondentemente, o exercicio reduziu as concentragdes
plasmdticas de ADMA e MDA. Estes resultados sugerem que o exercicio aumenta a
producdo de NO e este aumento pode ter efeitos benéficos sobre a reducdo dos fatores de

risco associados com MetS e, conseqiientemente, melhorar a fisiologia cardiovascular.

Cerca de 24% dos adultos americanos t€ém MetS e esta prevaléncia aumenta
com a obesidade e com a idade (Eckel et al. 2005). Estudos anteriores demonstraram uma
associacdo inversa entre atividade fisica e sindrome metabdlica (Ekelund et al. 2005),
sugerindo que o exercicio possa contribuir para a prevencdo e reducdo do impacto dos
fatores de risco na MetS. De acordo com pesquisas anteriores, o exercicio pode melhorar a
funcdo endotelial, essa alteracdo estd relacionada com o aumento na biodisponibilidade do
NO (Maeda et al. 2001; Goto et al. 2003; Maeda et al. 2004). O nitrito e nitrato sdo
produtos da oxidacdo do NO e sdo utilizados para a andlise da biodisponibilidade do NO
(Kleinbongard et al. 2003), pois o NO tem rédpida distribui¢do e meia-vida curta com isso
dificultando a sua quantificacdo. Pesquisas sugerem que as concentracdoes de nitrito
refletem de forma mais sensivel a produ¢do de NO pela eNOS (Kelm et al. 1999;
Lauer et al. 2001; Kleinbongard et al. 2003; Kleinbongard et al. 2006) do que as
concentragdes de nitrato. Pois, as concentracdes de nitrato podem ser influenciadas por uma
variedade de fatores independentes da NOS, incluindo dieta, sintese de nitrato por bactérias

intestinais, funcao renal entre outros (Tannenbaum 1979; Kelm 1999).

A eNOS ¢ a principal isoforma da NOS nos vasos. Estudos em animais nocaute
do gene da eNOS (--/--) demonstraram concentracdo de nitrito plasmatico reduzida em
cerca de 70%, reducdo semelhante foi observada em animais selvagens (+/4+) que tiveram a
eNOS inibida pelo N(G)-nitro-L-arginina metilester (L-NAME), portanto dois ter¢os do
nitrito plasméatico advém da atividade basal da eNOS. Pesquisas sugerem que as
concentracdes de nitrito refletem de forma mais sensivel a producdo de NO pela eNOS
(Kelm et al. 1999; Lauer et al. 2001; Kleinbongard et al. 2003; Kleinbongard et al. 2006)
pois pode refletir mudangas agudas da atividade da eNOS (Lauer et al. 2001). O nitrito

Discussao

45



também foi relacionado como melhor marcador para mudancas cronicas da atividade da
eNOS, como por exemplo na disfuncdo endotelial, pois observa-se reducao dos niveis de
nitrito com o aumento de fatores de risco para doenga cardiovascular (Kleinbongard et al.

2006).

Nossos resultados revelaram que o exercicio aumentou as concentragdes de
nitrito no sangue total, mas ndo alterou significativamente as concentracdes plasmadticas de
nitrito. Entretanto, um estudo recente demonstrou que as concentragdes de nitrito no sangue
total refletem melhor a producdo de NO produzido pela eNOS do que as concentragcdes
plasmdticas de nitrito (Dejam et al. 2005). Isto se deve principalmente ao fato de que
quando medimos as concentracdes de nitrito no plasma ignoramos as altas concentragdes de

nitrito eritrocitdrio e cerca de dois tercos do nitrito estd presente no eritrocito.

z

A meia-vida curta do nitrito no sangue também é um obsticulo técnico na
dosagem do nitrito plasmdtico, pois exige uma separacdo rapida do plasma. Para corrigir
esse problema utilizamos uma solugdo que estabiliza o nitrito no sangue total, pois esta
solucdo contém ferrocianeto que reage com a hemoglobina para formar metahemoglobina.
A reacdo da hemoglobina com o nitrito representa o maior mecanismo de degradagdo do
nitrito, € ao adicionarmos ferrocianeto estabilizamos o nitrito no sangue total (Dejam et al.
2005). Recentemente, demonstraram que o nitrito do sangue total reflete o aumento da
atividade da NOS ao ser estimulada por infusdo de acetilcolina e shear stress in vivo,
usando a solugdo com ferricianeto (Dejam et al. 2005). Portanto, a andlise do nitrito no

sangue total € uma quantificacdo sensivel da producdao de NO pela eNOS.

Os mecanismos pelos quais o exercicio melhora a biodisponibilidade de NO
ainda ndo estdo bem elucidados. Um dos provdveis mecanismos é que o aumento do fluxo
sanguineo promovido pelo exercicio promove um aumento da forca de cisalhamento
vascular (shear stress). Sabe-se que o shear stress estimula a liberacdo de substincias
vasoativas, mudancas na expressdao de alguns genes, metabolismo celular e na morfologia
celular (Davies 1995; Traub and Berk 1998). O shear stress ¢ um dos mais poderosos
estimulos fisiologicos da liberagdo de NO, acredita-se que os efeitos benéficos promovidos
pelo exercicio sejam devido, pelo menos em parte, ao shear stress que induz ao aumento da

liberacao de NO (Traub et al. 1998). Ja foi demonstrado que a tensao de cisalhamento pode
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ativar vdrias vias de sinais de transducdo através de mecanosensores, como c-src, caveola,
proteinas G, PI-3 quinase, proteina de choque térmico (HSP), que conduzirdo a um
aumento na atividade da eNOS durante o exercicio (Traub and Berk 1998; Davis et al.
2001b). No entanto, mais estudos sdo necessdrios para elucidar os mecanismos que levam a
uma melhora na producdo de NO apdés o exercicio. Nossos resultados demonstraram
também um aumento dos niveis de GMPc em pacientes com MetS apds o exercicio,
o que confirma a melhora da biodisponibilidade do NO, pois o NO induz a estimulagdo da
guanilato ciclase solivel (GCs) e aumenta os niveis de GMPc que € o principal mediador
dos efeitos bioldgicos de NO. Entretanto, as concentracdes de GMPc circulantes também
podem refletir a liberacio de mediadores que ndo sejam o NO, tais como peptideo
natriurético e de monoéxido de carbono (Hirata et al. 1987; Kim et al. 2006).
Porém, recentemente Metzger et al (Metzger et al. 2006) mostrou uma correlagdo
significativa entre as concentracdes plasmaticas de nitrito e de GMPc. EM um estudo
realizado com mulheres idosas os niveis plasmaticos de GMPc aumentaram
significativamente depois de 3 meses de exercicio (Maeda et al. 2004), confirmando nossos
achados. Richter et al (Richter et al. 2005) relacionou o aumento na regulacdo dos niveis
plasméticos de GMPc com a redu¢do nos niveis séricos de ADMA, um inibidor endégeno

da NO sintase (Vallance et al. 1992) em dez pacientes com doenca arterial corondria.

Outro resultado importante nesse estudo foram os niveis de ADMA reduzidos
nos pacientes com MetS apds o exercicio.Tem-se evidenciado que concentracdes elevadas
de ADMA estao associadas ao aumento do fator de risco cardiovascular (Vallance et al.
1992; Boger et al. 1998; Valkonen et al. 2001). A inibicdo da producdo de NO pela ADMA
(Vallance et al. 1992) pode levar a disfungdo endotelial em humanos. Dados semelhantes
aos encontrados nesse estudo foram demonstrados recentemente em estudo realizado em
pacientes com diabetes mellitus tipo 1, onde as concentracdes de ADMA diminuiram apds
o exercicio (Mittermayer et al. 2005). Assim, a redu¢do na concentracdo de ADMA que nos
encontramos pode ter influenciado no aumento da concentracio de nitrito no sangue total
apos o exercicio. Desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
liberacdo de NO resulta em estresse oxidativo que promove disfuncdo endotelial. Nos
nossos resultados encontramos que o exercicio reduziu significativamente as concentragcoes

plasméticas de MDA em doentes com sindrome metabdlica. A redugdo dos niveis de MDA,
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que € um indice de estresse oxidativo, pode refletir reducdo do estresse oxidativo e,
conseqiientemente, o aumento da biodisponibilidade de Oxido nitrico e melhora da
atividade da eNOS (Hogg and Kalyanaraman 1999). Recente estudo clinico sugere que
exercicio fisico de alta intensidade aumenta os niveis de estresse oxidativo e que o
exercicio moderado induz a uma vasodilatagdo através do aumento na biodisponibilidade
de NO em individuos saudaveis (Goto et al. 2007). Estudos experimentais e clinicos tém
demonstrado que o exercicio aumenta a expressdo da eNOS que resulta em aumento dos

metédbolitos do NO, como por exemplo o nitrito.

Algumas limitagdes do nosso estudo devem ser consideradas. Em primeiro
lugar, o nosso nimero de pacientes em cada grupo € pequeno e isto pode limitar o poder de
detectar as diferengas entre os grupos. Em segundo lugar, a influéncia genética entre os
grupos que ndo foi avaliada. Ja foi demonstrado que existem polimorfismos no gene da
eNOS que podem reduzir a sua atividade, e polimorfismos de outros genes que estdo
associados aos componentes da sindrome metabdlica também podem modular as respostas
ao exercicio. Em terceiro lugar, as concentracdes de nitrito nas hemadcias poderiam
confirmar os nossos resultados encontrados no sangue total. Desta forma, mais estudos sao
necessarios para elucidar os efeitos benéficos do exercicio em pacientes com sindrome

metabdlica.
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Nossos dados sugerem que a biodisponibilidade do NO esta prejudicada e que o
estresse oxidativo estd aumentado em pacientes com Sindrome Metabdlica, os quais foram
parcialmente revertidos pelo exercicio fisico. Esses efeitos bioquimicos promovidos pelo
exercicio fisico foram associados com reducdo dos niveis circulantes de um inibidor
enddgeno da sintese do NO, e pode explicar parte dos efeitos benéficos cardiovasculares

encontrados depois dos trés meses de exercicio fisico.
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TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

- TCLE para Portadores de Sindrome Metabdlica

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE .:...ooooovoooioooeeeeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeseeoeesseeeseees oeeessseseesssessesessessssssseessssssseeesssesessonnes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: M [JF L]

DATA NASCIMENTO: ........ [eeun.. o,

ENDERECO ....ovooeeieeeeeeeeeeeeeeeeee oo |\ S APTO: ..o,
BAIRRO: ... (@) 107:N 5) 2 OO
(@) 21 23 TELEFONE: DDD (............ ) e
2 RESPONSAVEL LEGAL .....coooouoooioeeeeeeeeeeee e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ........ccoveeruereeruereeniereeneneenienrenieeeeneeeeenne
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :..........ccccoommrrrvmiirnnnne SEXO: M [] F []

DATA NASCIMENTO.: ...... oo VA

ENDERECO: ...c..ooiiiiiiiiiiieieictcteteestereeneesie e N e, APTO: ..o
BAIRRO: ... CIDADE: ..o s
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ ettt e e e e a e e e b e e e e et bae e e e aaaeaeaans

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA .
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Influéncia do exercicio fisico nas lipoproteinas e no endotélio de pacientes com

Sindrome Metabdlica

2. PESQUISADOR:Antonio Casella Filho
CARGO/FUNCAO: INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 20746

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO l RISCO MINIMO X RISCOMEDIO ||

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [ |

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1- Vocé estd sendo convidado a participar, de forma completamente voluntdria, de um
estudo que tem por objetivo conhecer as alteracdes que o exercicio promove no sangue, no
chamado colesterol bom, assim como nos vasos de pacientes que tem um conjunto de
doencas que provocam aterosclerose assim como infarto do coragcdo, chamada de Sindrome

Metabdlica.

2- Este ¢ somente um convite e de forma alguma vocé estd obrigado a participar.

3- Caso vocé aceite, voce devera comparecer ao InCor, por sua propria conta, 3 vezes por
semana durante 4 meses no minimo, onde vocé realizard exercicios numa bicicleta, que nao
sai do lugar, e quando vocé poderd ficar um pouco cansado com este exercicio. Neste
periodo também serdo realizados tanto exame de ultra-som de vaso do seu bracgo, que €
como fazer ultra-som para ver bebé na barriga de mulher gravida s6 que € para ver o vaso
do seu braco, e exames de urina assim como serdao colhidos amostras de sangue do seu

brago para exames laboratoriais.
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O ultra-som do vaso do braco € realizado em duas fases: na primeira fase € colocado a
bracadeira de pano do aparelho de medir a pressdo arterial em volta do seu brago e ele serd
apertado por 5 minutos, como se estivesse sendo medido sua pressdo arterial, s6 que de
maneira um pouco mais prolongada. Na segunda fase serd novamente realizado o ultra-
som do vaso do seu braco apds vocé colocar um comprimido embaixo da sua lingua,
chamado isordil, e vocé poderé sentir um pouco de tontura e, se isto ocorrer, as suas pernas
serdo erguidas para o alto para voc€ melhorar. Também vocé poderd ter um pouco de dor

de cabeca que, entretanto € aliviada com analgésico.

4- E importante vocé saber que as informagdes que forem obtidas com esta pesquisa
poderdo ajudar no futuro a melhorar a assisténcia médica aos pacientes portadores de

Sindrome Metabdlica, que é a doenca que voce tem.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

O paciente terd acesso, no momento que desejar, a todas as informagdes sobre a pesquisa

incluindo sobre os exames, os riscos e beneficios que terd, para ndo ter dividas alguma.

Como a participacdo € voluntdria o paciente tem o direito de interrompé-la em qualquer
momento, sem que isto traga qualquer transtorno, sendo assistido pela equipe de médicos

da Unidade de Aterosclerose do InCor-HC FMUSP durante todo o decorrer da pesquisa.

As informagdes obtidas serdo estritamente utilizadas apenas para fins cientificos € nenhuma
informacdo individual serd divulgada sendo que os resultados somente serdo apresentados

em eventos e publicagdes cientificas.

INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Qualquer informacdo que necessitar, e quando necessitar, serd fornecida por meio do

telefone 30695352 ou pessoalmente na Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor na

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 44 — Sao Paulo-SP.
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,

consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de20.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador
(Antonio Casella Filho)
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- TCLE para Participantes Normais servindo como Controle

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE .:....coouiiitiiieeeeeeee ettt ettt s s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .......ocooonnrrvvoiinnnrreecs. SEXO: M LI F[]

DATA NASCIMENTO: ...............[......

ENDERECO ..ottt I\ R APTO: .....coceeeee
BAIRRO: ..ottt ettt s CIDADE ..ottt
CEP:..ieeeeee e, TELEFONE: DDD (............ ) ettt
2 RESPONSAVEL LEGAL .....coovvveuiitiiieiies ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €C.) .........coceevereeruerienuereenieneenienneeeeenens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.........cccccocvicicricrirris SEXO: M L] F []

DATA NASCIMENTO.: ............/......

ENDERECO: .....coooivoeeoeeeeeeeeeeeeeesee oo N e APTO: ..o,
BAIRRO: .....ooooooreooeeeeeseeeee oo (0110 -N ) 2 N
()21 20N TELEFONE: DDD (............ Yereeere e

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

3. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA .

Influéncia do exercicio fisico nas lipoproteinas e no endotélio de pacientes com

Sindrome Metabdlica
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4. PESQUISADOR:.Antonio Casella Filho
CARGO/FUNCAO: INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 20746

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO l RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA : 2 anos

REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

5- Vocé estd sendo convidado a participar, de forma completamente voluntaria, como uma
pessoa que possa servir de Controle Normal para um estudo que tem por objetivo conhecer
as alteracdes que o exercicio promove no sangue, no chamado colesterol bom, assim como
nos vasos de pacientes que tem um conjunto de doencas que provocam aterosclerose assim

como infarto do corac¢do, chamada de Sindrome Metabdlica.

6- Este é somente um convite e de forma alguma vocé estd obrigado a participar.

7- Caso vocé aceite, voce deverd comparecer ao InCor, por sua propria conta, 3 vezes por
semana durante 4 meses no minimo, onde vocé realizard exercicios numa bicicleta, que nao
sai do lugar, e quando vocé poderd ficar um pouco cansado com este exercicio. Neste
periodo também serdo realizados tanto exame de ultra-som de vaso do seu bracgo, que €
como fazer ultra-som para ver bebé na barriga de mulher gravida s6 que € para ver o vaso
do seu braco, e exames de urina assim como serdao colhidos amostras de sangue do seu

braco para exames laboratoriais.

Anexo

65



8- O ultra-som do vaso do brago é realizado em duas fases: na primeira fase € colocado a
bracadeira de pano do aparelho de medir a pressdo arterial em volta do seu brago e ele serd
apertado por 5 minutos, como se estivesse sendo medido sua pressdo arterial, s6 que de
maneira um pouco mais prolongada. Na segunda fase serd novamente realizado o ultra-som
do vaso do seu braco apés vocé colocar um comprimido embaixo da sua lingua, chamado
1sordil, e vocé poderd sentir um pouco de tontura e, se iSto ocorrer, as suas pernas Serao
erguidas para o alto para voc€ melhorar. Também vocé€ poderd ter um pouco de dor de

cabeca que, entretanto € aliviada com analgésico.

9- E importante vocé€ saber que as informagdes que forem obtidas com esta pesquisa
poderdo ajudar no futuro a melhorar a assisténcia médica aos pacientes portadores de

Sindrome Metabdlica.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

O paciente terd acesso, no momento que desejar, a todas as informagdes sobre a pesquisa

incluindo sobre os exames, os riscos e beneficios que terd, para ndo ter dividas alguma.

Como a participacdo € voluntdria o paciente tem o direito de interrompé-la em qualquer
momento, sem que isto traga qualquer transtorno, sendo assistido pela equipe de médicos

da Unidade de Aterosclerose do InCor-HC FMUSP durante todo o decorrer da pesquisa.

As informagdes obtidas serdo estritamente utilizadas apenas para fins cientificos € nenhuma
informacdo individual serd divulgada sendo que os resultados somente serdo apresentados

em eventos e publicagdes cientificas.

INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Qualquer informacdo que necessitar, e quando necessitar, serd fornecida por meio do

telefone 30695352 ou pessoalmente na Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor na

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 44 — Sao Paulo-SP.
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,

consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador
(Antonio Casella Filho)
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