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Abstract

Miyahara CTS. Efeitos da Galantamina sobre biomarcadores inflamatdrios e
adipocinas em pacientes com Sindrome Metabdlica[Tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

INTRODUGCAO: O componente inflamatério se constitui em potente foco de
estudo e intervencdo no manejo das anormalidades da Sindrome Metabdlica.
Estudos recentes demonstram que a Galantamina, um anticolinesterasico que
potencializa a via antiinflamatéria colinérgica, reduz a adiposidade visceral e
suprime a liberacdo excessiva de adipocinas e citocinas pro-inflamatérias em
modelos experimentais com animais obesos. Este estudo propbs a
investigacédo dos efeitos do tratamento com Galantamina nos componentes da
modulagao autonémica cardiovascular, nos niveis de marcadores inflamatorios,
em parametros hemodinamicos e bioquimicos, nos niveis da gordura visceral
abdominal e epicardica, bem como em marcadores do estresse oxidativo, em
portadores de SM. METODOS: Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego,
placebo-droga (paralelo) realizado com 60 pacientes de ambos 0s sexos e
idade entre 18-50 anos, que preenchiam os critérios para SM. Todos os
pacientes foram amplamente avaliados para se excluirem condicdes que
pudessem interferir no estado inflamatorio, e gravidez. Os pacientes foram
randomizados na razao 1:1 para receberem placebo ou Galantamina, com
dose inicial de 8 mg por 04 semanas, que foi aumentada para 16 mg por 8
semanas (total 12 semanas). Analise de variancia para medidas repetidas foi
usada para comparar diferengcas entre os grupos, antes e ap6s o tratamento.
RESULTADOS: O grupo que recebeu Galantamina apresentou melhora da
modulagdo simpato-vagal ao leito cardiovascular, menores niveis dos
marcadores pro-inflamatérios (TNFa, IL-6, sCD40L), de leptina e de
lipoperoxidagéo lipidica, e maiores niveis de adiponectina e das enzimas anti-
oxidantes superdéxido desmutase e catalase. Apresentou ainda melhora do
metabolismo de glicose, caracterizada pela reducao dos niveis de insulina e do
indice HOMA. Esses efeitos foram independentes da perda de peso e da
reducao de gordura visceral. CONCLUSAO: Nossos resultados indicam uma
eficacia, anteriormente ndo reconhecida, da Galantamina na regulacdo dos
niveis marcadores inflamatérios e estresse oxidativo e em aliviar a resisténcia a
insulina em pacientes com a Sindrome Metabdlica. Esses resultados
demonstram ainda que a estimulacao colinérgica pode aprimorar o manejo e
tratamento da MetS

Descritores: sindrome X metabdlica; obesidade abdominal; Inflamacao; sistema
nervoso autbnomo; galantamina.



Abstract

Miyahara CTS. Galantamine effects on inflammatory biomarkers and
adipokines in patients with Metabolic Syndrome [Thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016

BACKGROUND: Inflammatory profile constitutes a powerful focus of study and
intervention on the management of abnormalities related to metabolic syndrome
(MetS). Recent studies demonstrated that Galantamine, an anticholinesterase
that enhances the cholinergic anti-inflammatory pathway, reduces visceral fat
and suppresses the excessive release of adipokines and proinflammatory
cytokines in obese experimental models. This study sough to investigate the
effects of treatment with Galantamine on cardiovascular autonomic modulation
components, inflammatory markers levels, hemodynamic and biochemical
parameters, abdominal visceral and epicardial fat levels, as well as markers of
oxidative stress, in patients with MetS. METHODS: A prospective, randomized,
double-blind, placebo-drug (parallel) study was performed with 60 patients of
both sexes and aged between 18-50 years, who met the criteria for MetS. All
patients were widely evaluated to exclude conditions that might interfere in the
inflammatory condition, and pregnancy. The patients were randomized in a 1: 1
ratio to receive placebo or Galantamine, with an initial dose of 8 mg for four
weeks, which was increased to 16 mg for 8 weeks (total 12 weeks). Variance
analysis for repeated measures was used to compare the differences between
groups, before and after the treatment. RESULTS: The group that received
Galantamine showed improvement of cardiovascular  sympathetic-vagal
balance, lower levels of pro-inflammatory markers (TNFa, IL-6, sCD40L), leptin
and lipid peroxidation. Besides, the level of adiponectin, anti-oxidants
superoxide dismutase enzymes and catalase were increased in the
Galantamine group. Therefore, it was also observed improvement of the
glucose metabolism, characterized by reduction of the insulin levels and HOMA
index comparing Galantamine with Placebo. These effects were independent of
the weight loss and of the visceral fat reduction. CONCLUSIONS: Our results
indicate efficiency, not previously recognized, of the Galantamine on the
regulation of inflammatory markers levels and oxidative stress, as well as in
reducing insulin resistance in patients with MetS. These results further
demonstrate that the cholinergic stimulation can improve the management and
treatment of the MetS.

Descriptors: metabolic Syndrome X; obesity, abdominal; inflammation;
autonomic nervous system; galantamine.
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Introdugéo 2

As doencas cardiovasculares (DCV) ainda se destacam como principal
causa de morbimortalidade em todo mundo (AHA, 2011). Reconhece-se que a
base fisiopatolégica destas doencas esta relacionada a complexa interacao de
alteragbes em um conjunto de mecanismos de regulacdo de funcdes
metabdlicas e hemodinamicas, que acabam culminando com a lesédo vascular.

Neste contexto, a Sindrome Metabdlica (SM) vem ganhando destaque,
pois retrata a interacdo de anormalidades metabdlicas e hemodindmicas que
elevam o risco de DCV, especialmente em individuos que apresentam
obesidade (Ando, Fujita 2009, Eckel, Grundy, Zimmet 2005, Filho et al 2006,
Reilly, Rader 2003). O risco de morbimortalidade por DCV dos individuos com
SM chega a ser o dobro que a dos individuos sem a sindrome (Alexander et al,
2003), uma vez que a associacao de riscos cardiovasculares, tipicos desta
anormalidade, excede o risco da presenca de seus componentes de forma
isolada (Ando, Fujita 2009, Issoma 2001, Lakka 2002, Girman 2004, Malik,
2004).

O diagnéstico de SM pode se caracterizar numa potente ferramenta, na
pratica clinica, para triagem e acompanhamento dos individuos com alto risco
de desenvolvimento de DCV. Além disso, o reconhecimento da SM é relevante
em promover informagéo adicional a respeito do risco de desenvolvimento do
diabetes (Alexander et al 2003; Reilly, Rader 2003).

O conceito de SM vem sendo amplamente discutido na literatura, e por
retratar um conjunto de complexas interagdes, sua definicdo vem sofrendo
alteracdes ao longo do tempo.

A fisiopatologia da SM ainda ndo é totalmente conhecida, mas fatores

genéticos e ambientais (vida moderna com sedentarismo, consumo calérico



Introdugéo 3

excessivo, estresse), que estdo diretamente relacionados ao acumulo de
gordura visceral, inflamacao e aumento da atividade simpatica, provavelmente
estdo no cerne desta condicao patoldgica.

Atualmente se reconhece que um estado inflamatério, de carater crénico
e subclinico, caracteriza diversas “condi¢cdes” crbnicas relacionadas a
morbimortalidade por DCV, como é o caso da SM. E, recentemente, surgiu o
conceito de que o sistema nervoso autébnomo (SNA) modula o sistema imune e
os estados inflamatérios por meio de uma rede de sinalizacado complexa, cujos
elementos envolvem marcadores inflamatérios e células imunes. Tal conceito
vem sendo estudado e ampliado. Esse foi o propédsito desse estudo, que é o
primeiro a avaliar, em pacientes com SM, os efeitos da modulacao autonémica

com Galantamina sobre componentes da resposta inflamatéria.

1.1 Sindrome Metabdlica: definicao e o papel da obesidade visceral

Uma andlise histérica sobre a SM demonstra que sua definicao
frequentemente girou em torno da identificacdo de seus componentes, ou seja,
dos fendtipos antropométrico (indice de massa corporal e circunferéncia
abdominal), bioquimico (niveis de glicemia, LDI/HDL e triglicerideos) e
hemodinamico (pressao arterial) usados para o seu diagndstico. Atualmente se
pode afirmar que, estudos sobre os mecanismos etiopatogénicos envolvidos
nessa sindrome vém sendo foco das pesquisas. A elucidagdo sobre tais
mecanismos vem preenchendo as lacunas que dificultavam seu entendimento,

para “além da somatdria de suas partes” (Waine, 2005; Reilly, Rader, 2003).
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A relacao entre DCV e a presenca simultanea alteracoes metabdlicas
foi descrita pela primeira vez na década de 20 (Eckel 2005), e a presenca
simultdnea de obesidade, dislipidemia, diabetes e hipertensdo no final da
década de 60 (Alexander et al, 2003; Reaven 88 e 94 Lemieus 2000, Kaplan
89, Defronzo 91). Mas foi final da década de 70 que termo “Sindrome
Metabdlica” foi, pela primeira vez, utilizado para descrever a presenca
simultdnea destes quatro componentes (Alexander et al 2003). Em 1991,
Ferrannini e cols afirmaram que a causa da presenca simultanea destes
componentes era o estado de resisténcia a insulina (Rl) e, por isso concluiram
que 0 nome mais apropriado desta anormalidade metabdlica era “Sindrome da
Resisténcia a Insulina” (Ferrannini et al, 1991).

Reaven, em 1988 e 1992, também reconheceu a Rl como causa do
conjunto de anormalidades metabdlicas, que ndo incluia a obesidade, da
sindrome que denominou como “Sindrome X’. Entretanto, em estudos
posteriores este pesquisador destaca a intima relacdo entre obesidade e o
estado de Rl (Reaven, 1994, 2005).

Kaplan (1989), um ano ap6s Reaven cunhar o termo a "Sindrome X,
acrescentou a obesidade abdominal aos fatores que descreviam essa
sindrome e, a renomeou de “Sindrome do Quarteto Mortal” (hipertensao,
resisténcia a insulina, elevados indices plasmaticos de triglicerideos e a
obesidade abdominal). Este autor subtraiu os baixos niveis de HDL colesterol
dos fatores descritos por Reaven.

Em 1994 Nakamura e cols propuseram o nome “Sindrome da Gordura
Visceral”, considerando os resultados de diversos estudos que apontavam a

morbidade associada a gordura visceral (Nakamura et al, 1994).



Introdugéo 5

Em 1999, com o propédsito de introduzir a investigacdo da SM na
pratica clinica, a organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu os critérios de
seu diagnéstico. Novamente houve destaque para a investigacdo da RI,
apontada na definicdo da OMS como o principal fator de risco para SM. Tanto a
obesidade visceral, quanto a corporal, medida pelo indice de massa corporal
(IMC), também foram propostas como componentes diagnésticos.

Em 2001, o National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment
Panel IIl (NCEP: ATP lll) langou a definicdo de SM que é a mais aceita e
utilizada na prética clinica até os dias atuais. Segundo esta, o individuo é
diagnosticado com portador de SM se tiver trés ou mais dos seguintes fatores

(Tabela 1):

Tabela 1- Critérios para diagnéstico da SM segundo o ATP Il

- Obesidade central: circunferéncia da cintura > 102 cm (homens) > 88 cm
(mulheres)

-HDL colesterol< 40 mg/dl (homens) <50 mg/dl (mulheres)

- Glicose sanguinea: = 110 mg/dI

- Pressao Arterial: = 130x85 mmHg

-Triglicerideos: = 150 mg/dl

Adaptado de: Eckel, Grundy, Zimmet. The metabolic syndrome. The Lancet 2005.

Devido as inumeras incertezas do papel central da Rl como Unico e
principal mecanismo patogénico envolvido na SM, a definicdo do NCEP ATP llI,
diferente da OMS, ndo exigiu métodos laboratoriais de comprovacao da RI.
Este é um dos fatores que favoreceram seu uso cotidiano na pratica clinica e a

realizacéo de estudos epidemioldgicos (Oda, 2008).
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Cabe destacar que, como pesquisador reconhecido da tematica das
alteragbes metabdlicas vinculadas a doenga cardiovascular aterosclerotica,
Reaven destacou em artigo de 2004 que, apesar das anormalidades
associadas a SM serem similares as encontradas em estados de RI, ndo era
possivel negar que muitos individuos sem essa anormalidade apresentavam o
padrao metabdlico da SM. E ainda, nem todo individuo com RI desenvolvia as
anormalidades vinculadas a sindrome. Todavia, podia-se afirmar que esse
padrdao metabdlico anormal era preponderantemente mais comum nos
individuos com obesidade abdominal (Reaven, 2004).

Diversos estudos apontam que a epidemia mundial de obesidade vem
tornando a SM no maior e mais prevalente fator de risco para doenga
cardiovascular. A taxa de prevaléncia atual é de 20 a 25 % na populagao geral
com comportamento de elevacao, devido a essa epidemia (Ando, Fujika 2009,
Wisse 2004, Dustan et al 2002). Por isso, aponta-se que a obesidade
representa hoje o componente diagndéstico mais relevante da sindrome (Eckel
2005).

O estudo em profundidade da relagdo entre obesidade e suas co-
morbidades demonstra que ndo € o peso em si, ou a gordura total, que tém
impacto no desenvolvimento de SM, mas sim o acumulo de tecido adiposo em
determinados segmentos corporais, em especial nas visceras abdominais;
aquela denominada de gordura visceral, abdominal ou central (Wisse, 2004).
Pesquisas vinculadas ao Framingham Heart Study demonstraram que o
volume de gordura visceral, avaliado por meio de tomografia computadorizada,
estava associado com multiplos fatores de risco metabdlicos que levam a DCV

(Fox et al 2007 Rosito et al 2008, Speliotes et al 2010). Varios outros estudos
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confirmaram essa observacao (lacobellis et al 2008, Wheeler et al 2005,
lacobellis 2003).

Ja esta bem estabelecida a existéncia de uma grande heterogeneidade
do ponto de vista metabdlico entre os depdsitos de tecido adiposo subcutaneo
e visceral. O tecido adiposo visceral tem maior atividade endécrina e paracrina,
relacionada a secrecao de fatores pré-inflamatérios (citocinas e adipocinas),
que contribuem substancialmente para o desenvolvimento de lesédo vascular e
de outras alteragbes metabodlicas. Além disso, o tecido adiposo visceral
abdominal € mais responsivo a acao de catecolaminas e de outros hormoénios,
bem como a estimulos do sistema nervoso central, que o tecido subcutaneo
(Kershaw e Flier, 2004; Després, Lemieux, 2006; Ribeiro-Filho et al 2006).

Quando se analisa os componentes classicos descritos na SM pode-se
compreender que a liberacado elevada de acidos graxos livres na circulagao,
decorrente da lipdlise dos estoques de triglicerideos do tecido adiposo € um
dos fatores que explicam a resisténcia dos tecidos a insulina (Eckel1989;
Bergman et al, 2006). Esse excesso de acidos graxos livres na circulacédo
acarreta alteragdes hepaticas e musculares no metabolismo da glicose
(Samuel et al, 2004), elevacdo da liberacdo de insulina pelo pancreas
(hiperinsulinemia) (Boden, Shulman, 2002), e aumento do tdnus simpatico em
diversos segmentos, gerando efeitos hemodinamicos sistémicos e a ampliacao
da lipélise (Ferrannini et al, 1987), perfazendo assim, um ciclo patologico.

O quadro de RI é preditor da diabetes do tipo 2 (Eckel 2007), e as
alteragbes hemodinamicas dela decorrentes podem culminar no estado de
hipertensao (Kuroda et al, 1999; Egan 2003) . Hall et al (1998) sugeriram ainda

que a gordura visceral aumentada pode desempenhar um papel mecénico
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compressivo sobre os rins e isto levaria a liberagdo dos componentes do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), com consequente elevacao
da pressao arterial na SM. O aumento de &cidos de acidos graxos livres e a
resisténcia dos tecidos a insulina podem também explicar o aumento da
sintese de triglicerideos pelo figado e seus niveis circulantes aumentados na
SM. Tanto o aumento da génese de triglicerideos como o0 de seus niveis
circulantes ocasionam reducao nos niveis de lipoproteina de alta densidade,
(HDL colesterol) seja por reducéo de sua sintese, como por aumento de seu
clearance na circulagao (Ji et al, 2006).

Pelo exposto, o Internacional Diabetes Federation - IDF (2006)
recomenda que a obesidade abdominal, verificada pela medida da
circunferéncia da cintura (em valores ajustados segundo a etnia), seja o critério
fixo para o diagnéstico da SM, com mais dois critérios dentre: triglicerideos
=150 mg/dl; HDL colesterol < 40 para homens e < 50 mg/dl para mulheres,
pressao arterial sistdlica = 130 e diastélica = 90 mmHg e glicose de jejum
elevada. Vale destacar que o consenso do IDF considera intolerancia a glicose
valores de glicemia de jejum maior ou igual a 100 mg/dL (IDF 2006).

Em 2005, em uma revisdo dos critérios de SM, a American Heart
Association e o National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI)
mantiveram o critério do NCEP ATPIII (Tabela 2). A justificativa foi o fato desse
critério ndo enfatizar uma Unica etiologia, ou seja, ndo enfoca nem resisténcia a
insulina, nem gordura abdominal, para a SM. Além disso, manteve-se a
justificativa de ser um critério de maior simplicidade de aplicacdo. Todavia, foi

alterado o ponto de corte da glicemia de jejum de 110 para 100 mg/dl, em
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decorréncia de ajustes promovidos pela American Diabetes Association (ADA)

no diagnéstico de DM (Grundy et al, 2005).

Tabela 2- Critérios para diagnostico da SM segundo o ATP Il revisado

Presenca de 3 ou mais dos seguintes fatores

Tiglicerideos > 150 mg/dl
HDL-Colesterol
Homem < 40 mg/dl
Mulher < 50 mg/dl
Pressao Arterial > 130x85 mmHg
Obesidade Central
Homem CA=102cm
Mulher CA=88cm
Glicose de jejum > 100mg/dl

Adaptado de Grundy et al, 2005
CA: Circunferéncia abdominal

Mais recentemente, além da gordura visceral abdominal, a que se
localiza ao redor do coracdo (gordura epicardica) tem sido alvo de grande
interesse. Devido a sua proximidade aos vasos e seu efeito paracrino, sua
participacdo na inflamagéo vascular dos vasos coronarianos e do préprio
miocardio vem sendo investigada. Estudos demonstraram que a gordura
epicardica, avaliada por meio da tomografia, se caracterizava como parametro
acurado de risco para SM, igual ou melhor que outros parametros
antropométricos, incluindo a gordura intra-abdominal (Wang, Li, Chen 2010).
Além disso, a gordura epicardica, a depender da sua espessura e localizagao,
€ preditora de calcificagdo vascular cardiaca e, consequentemente, de doenca

coronariana (Rosito et al 2008, Sarin et al, 2008 e Wang, 2009 e 2010).
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Pesquisas atuais vém demonstrando que a relacdo entre gordura
visceral e SM vai muito além de explicar os mecanismos fisiopatol6gicos
envolvidos com a etiologia de seu padrao anormal metabdlico classico. O
tecido adiposo é densamente inervado, infiltrado por células do sistema imune,
e vem sendo considerado cada vez mais um 06rgao potente na producdo de
substancias com acao local, proximal e sistémica, responsivo a estimulos
hormonais, ambientais e do SNC e, que apresenta uma programacao genética

qgue determina seu padrao de funcionamento patoldgico (Figura 1).
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Figura 1- Fisiopatogénese da sindrome metabdlica e doenca cardiovascular
aterosclerotica. Adipocinas da adiposidade central e sistema
imunolégico desempenham papel central no desenvolvimento da
sindrome (Adaptado de Reilly e Rader, 2003, p.1549; Circulation)
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1.2 Fisiopatologia da inflamacao na SM: o papel do tecido adiposo

Muito se discute na literatura se a SM representa somente um
aglomerado (cluster) de fatores de risco ou se ha uma relacao causal entre os
seus componentes. O ndo consenso sobre esse ponto decorre da observacao
de que, alteracbes em cada um dos componentes, de forma individual, podem
acarretar distarbios nos outros sistemas de regulacdo e assim, desenvolver
todo o conjunto que se denomina SM.

Atualmente se propde que mecanismos mediados por citocinas pro-
inflamatérias, produzidas principalmente pelos adipécitos da gordura visceral e
por células do sistema imune inato, ativam o sistema nervoso simpético, o
SRAA e que desencadeiam o estresse oxidativo em diversos tecidos, possam
explicar a etiologia do risco cardiovascular da SM.

A atividade do tecido adiposo pode ser influenciada por diversos
hormonios e pela acéo direta do sistema nervoso autbnomo, considerando que
esse tecido € inervado pelo sistema nervoso simpatico (Lopes e Egan, 2006) e

parassimpatico (Kreier et al, 2002; Uno, 2006) (Figura 2).
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Figura 2- Tecido Adiposo inputs e outputs. (Adaptado de Ribeiro-Filho et al
2006, Arq Bras Endocrinol Metab).

Um estado inflamatério de baixo grau (subclinico), mas de carater
crénico, vem se caracterizando como componente mais robusto na
fisiopatogénese da SM (Festa et al, 2000). Dentre as citocinas mais estudadas
no contexto da sindrome estdo o fator de necrose tumoral (TNF-a) e as
interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6). Além destas citocinas, destacam-se como
marcadores inflamatérios liberados pelo tecido adiposo: a proteina C reativa
(PCR), a leptina, a resistina, o angiotensinogénio, o inibidor do ativador de
plasminogénio (PAl) -1, entre outros que vem sendo amplamente investigados.

Cabe destacar que dentre as citocinas, 0 TNF-a e a IL-6 sdo as mais
estudas e diretamente apontadas como desencadeadoras das respostas proé-

inflamatérias (Eckel, Grundy, Zimmet, 2005).
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O TNF-a ja também tem papel comprovado no desenvolvimento da
resisténcia dos tecidos a insulina, diabetes mellitus do tipo 2 e aumento do
tbnus simpatico (Das, 2010). Em obesos, ha uma forte correlacdo entre os
niveis de TNF-a e o metabolismo de glicose, pois essa citocina prejudica a
sinalizacdo intracelular da insulina, ao reduzir a fosforilagcdo do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1) e a atividade do receptor de insulina com
atividade quinase (PI3K). Isso resulta na reducao da sintese e translocacao do
GLUT-4, que é um dos principais transportadores de glicose, resultando na
diminuicao da captacao de glicose pelas células, mediada pela insulina (Volp et
al, 2008). A reducao de sensibilidade da insulina causa glicogénese hepatica e
reduz o clearance de glicose no musculo esquelético e adipécitos. Desta
forma, ha conseqiiente aumento dos niveis de glicose circulantes e
hiperinsulinemia.

Outro mecanismo que pode explicar a Rl induzida pelo TNF-a, é o
aumento nos niveis de acidos graxos livres circulantes decorrentes de lipdlise
ocasionada por a¢ao desta citocina (Wisse, 2004; Després, Lemieux, 2006).

E relevante destacar que o TNF-a é produzido tanto por adipdcitos,
quanto por macrofagos infiltrados no tecido adiposo e, que apesar das
concentracdes do TNF serem maiores ao nivel tecidual (Kershaw, Flier, 2004),
seus niveis sistémicos sdo capazes de representar um estado inflamatdério.
Outro fato importante € que, o TNF-a € mais secretado pelo tecido adiposo
visceral, comparado ao tecido subcutaneo (Tsigos et al, 1999).

Além dos efeitos diretos sobre o metabolismo de glicose e acidos
graxos, sugere-se que o TNF-a apresenta agdes relacionadas a expressao

genética, como a supressao da expressao de genes envolvidos na captacao de



Introducédo 14

glicose, no metabolismo e oxidacdo de &acidos graxos e ainda aumenta a
expressao de genes envolvidos na sintese do colesterol e acidos graxos (Ruan,
et al, 2002). O TNF também estd envolvido com a producédo e liberacdo de
outras citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6.

A IL-6 também é uma citocina com acgao pré-inflamatéria associada
com obesidade, estados de Rl e hiperinsulinemia na SM. Pode ser considerada
como citocina enddécrina, pois seu foco de acao se localiza distante do local de
liberacdo, desta forma, seus efeitos se correlacionam com suas concentragoes
plasmaticas (Wisse, 2004).

Semelhante ao TNF-a, a IL-6 € secretada tanto por adipécitos como
por macrofagos do tecido adiposo e, seus niveis circulantes aumentam
conforme o nivel de adiposidade corporal. Estimulos hormonais (insulina e
glicocorticéides), neural (inervacao simpatica) e paracrinos (TNF-a e IL1-B) tém
sido relacionados com o aumento na producdo e secrecdo da IL-6 (Wisse,
2004). A expressdo e secrecao desta citocina € 2 a 3 vezes maior nos
depositos de gordura visceral do que nos subcutadneos (Fain et al, 2004).
Estudos demonstram que os niveis de IL- 6 estdo aumentados em hipertensos
e em individuos com RI (Das 2010, Bautista et al, 2005; Fernandez-Real et al,
2001).

Em individuos magros a liberacdo de IL-6 desempenha importantes
acOes benéficas na regulacao do balango energético. Entretanto, ha producgéao
e secrecdao desregulada na obesidade e em outros estados em que ha
aumento do ténus simpatico.

Dentre as acdes da IL-6 que se relacionam a SM destacam-se: 1. A

estimulacédo da producéao da PCR, que € uma citocina amplamente relacionada
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a injuria vascular; 2. Regulacdo no metabolismo de carboidratos e lipideos ao,
reduzir a expressao do substrato do receptor de insulina -1 (IRS-1) e do GLUT
4 nos tecidos hepético e muscular, bem como por aumentar a lipdlise, por
inibicdo da lipase protéica e aumento consequente da liberacdo de acidos
graxos livres na circulagao (Volp et al, 2008).

Outra interleucina relacionada a SM é IL-13, que também apresenta um
perfil pré-inflamatério e estd envolvida no processo de aterogénese. Essa
interleucina também mantém intima relacdo com os niveis de TNf-a e a IL-6 e,
num complexo de acgdes conjuntas, tais citocinas sdo capazes de manter o
estado inflamatério e levar a resisténcia periférica dos tecidos a insulina.

Assim como o TNF-a, a IL-1B induz uma via de sinalizagdo importante
no desencadeamento da resposta inflamatéria, por meio da ativacdo do fator
de transcricao fator nuclear kappa B (NF-kB), que esta relacionado por sua vez
a expressao das proteinas envolvidas com o estado inflamatério, como
moléculas de adesao endotelial (Bastos, Rogero, Aréas, 2009).

A IL-1B também estimula a produgédo de IL-6 por células musculares
lisas e aumenta a expressao de macréfagos, fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que se
associam ao processo inflamatério e de aterogénese (Francisco, Hernandez,
Simo, 2006).

Cabe destacar nesse ponto que, o eixo inflamatério da SM esta
relacionado a diversas acgdées que aumentam as chances de doenca
cardiovascular, como aumento da expressdo das moléculas de adesao
intercelular (ICAM), molécula de adesdo de células vasculares (VCAM),

proteina quimiotatica de mondécitos (MCP), fator estimulador de colénias de
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macréfagos (M-CSF) e as proteinas CD40 e sCD40L. Além disso, como 0s
niveis de TNF-a, IL-6, PCR, IL-1B, ICAM, VCAM, MCP também sao elevados
em estados de hiperglicemia e obesidade visceral, e as proteinas CD40 e
sCD40L em individuos com obesidade visceral, sugere-se que além de
explicarem agravos metabdlicos e hemodindmicos da SM, tais componentes
inflamatérios podem estar envolvidos no desenvolvimento da mesma.

Ainda em relacao as alteracoes metabdlicas e o estado inflamatério na
SM, alguns estudos vém demonstrando que os niveis de interleucina 10 (IL-
10), reconhecida como citocina com agdes antiinflamatérias por inibir a sintese
de citocinas proé-inflamatérias e outros fatores de lesao endotelial, podem estar
reduzidos na sindrome (Esposito et al, 2003; Choi et al, 2007)

Além das citocinas liberadas pelos adipécitos e células do sistema
imune infiltradas do tecido adiposo, substancias denominadas “adipocinas”
modulam a fungao do sistema imune de forma a prolongar ou amenizar estado
inflamatério caracteristico da SM.

Estudos sugerem que a leptina, por exemplo, aumenta a producao de
citocinas inflamatérias como a PCR, IL-6 e outros marcadores produzidos por
mondcitos e macréfagos (Wisse 2004, Prasad, Quyyumi 2004).

Apesar de ser classificada como peptideo hormonal envolvido com a
regulacdo do metabolismo energético, a leptina vem sendo amplamente
estudada como adipocina pré-inflamatéria que, na SM pode ajudar explicar o
estado de RI, aumento do estimulo simpatico e manutencdo do estado
inflamatério.

De forma paradoxal, os niveis de leptina estao elevados na obesidade,

provavelmente devido a resisténcia aos efeitos hipotalamicos dessa adipocina
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em obesos. Dessa forma, os niveis plasmaticos de leptina se mantém elevados
e propiciam a potencializacao de suas acoes em outras células alvo.

Diversos estudos ja demonstraram a relacao entre niveis de leptina
circulantes e SM. Kajikawa et al (2011) mostraram que os niveis de leptina se
correlacionavam positivamente com valores aumentados de circunferéncia
abdominal (CA), indice de massa corporal (IMC) e a Rl medida pelo indice
HOMA. Como num ciclo vicioso, os niveis de leptina se elevam por ag¢ao da
insulina, TNF-a e glicocorticoides (Kajikawa et al, 2011).

Os efeitos da leptina sdo mediados especialmente por receptores que
apresentam grande homogeneidade aos de citocinas e, embora seus
receptores no hipotdlamo nao sejam adequadamente ativados na obesidade,
receptores funcionais sdo encontrados fora dessa area do sistema nervoso
central (SNC).

Algumas células do sistema imune sdo alvo da acdo da leptina.
Estudos experimentais demonstram que essa adipocina ativa células do
sistema imune inato e do adaptativo, em especial linfécitos T helper do tipo 1
(Th1), de carater inflamatério e, diminui a populacao de linfécitos T helper do
tipo 2 (Th2) que estédo envolvidos na regulacdo da resposta inflamatéria (Wisse,
2004; Lord, 2002). Embora sejam reconhecidos efeitos benéficos da leptina
durante infec¢des agudas, a imunomodulagéo crénica da resposta inflamatéria,
tanto em animais como em humanos, tem efeitos prejudiciais. (Hasty et al,
2001).

Além disso, a leptina parece ser capaz de aumentar a producao de
citocinas pelos macréfagos e, para além de suas acdes no sistema imune que

se relacionam a manutencdo do estado inflamatério patolégico, seu efeito
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regulador da pressao arterial, por ativacdo do sistema nervoso simpatico e
depressao da resposta vasodilatadora atribuida ao éxido nitrico (NO), ja foi
demonstrado (Beltowsky, 2006).

Assim temos que, o funcionamento inadequado dos receptores de
leptina do hipotalamo compromete a regulacdo da ingestdao alimentar, sem
comprometer a lipélise, o que acarreta aumento da liberacdo de acidos graxos
livres na circulacdo sanguinea e a producdo de citocinas inflamatérias que
propiciam o estado de RI (Chu et al, 2001; Zeman et al, 2009). A
hiperinsulinemia, decorrente tanto dos niveis elevados de leptina como do
estado de RI, aumenta o ténus simpatico e pode aumentar os niveis
pressoricos (Bravo et al, 2006), além de potencializar a lipdlise e liberacao dos
acidos graxos e sintese de triglicerideos pelo figado.

Os niveis de leptina se correlacionam ainda com a producao de
espécies reativas de oxigénio, que por sua vez determinam a producéao,
proliferacdo e migracdo de mondcitos circulantes (Wisse, 2004). Assim, o
componente inflamatério da SM esta também intimamente relacionado ao
desbalanco do estresse oxidativo, somando assim mais um fator que propicia a
DCV (Hopps et al, 2010, Ando, Fujita 2009, Skalicky et al, 2008; Furukawa et
al, 2004).

Os adipdcitos também produzem e liberam a adipocina denominada
adiponectina, cujos efeitos sobre o metabolismo da glicose e citocinas pro-
inflamatérias sdo contrarios aos da leptina. Estudos demonstram que a
adiponectina tem efeitos antiinflamatérios protetores benéficos para

manutenc¢ao da sensibilidade dos tecidos a insulina e contra lesdo vascular. No
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entanto, apesar de ser produzida pelos adipécitos, sua liberacao esta reduzida
na obesidade visceral (Matsuzawa et al, 2004).

Alteracdes nos genes que codificam a adiponectina predispde a SM,
RI, diabetes do tipo 2 e outras doencas cardiovasculares (Volp et al, 2008). Por
suas propriedades antiinflamatérias, essa adipocina vem sendo destacada
como marcador da SM, pois seus niveis diminuidos se correlacionam com a
elevagao das citocinas IL-6, TNF-a e PCR e Rl (Choi et al, 2007).

De fato, estudo de Maeda et al (2001) demonstrou que o TNF-a é um
importante inibidor da adiponectina e que niveis dessa adipocina estao
reduzidos no diabetes do tipo 2. Lindsay et al (2002) demonstraram, em
modelo animal, que os niveis de adiponectina se correlacionaram fortemente
com a sensibilidade a insulina pois, quanto maiores os niveis de adiponectina,
menor a RI.

Além disso, a adiponectina vem demonstrando efeitos inibitérios em
fenbmenos vinculados a lesdo aterosclerética como: 1. Inibicdo da expressao
de moléculas de adesdo como ICAM, VCAM e E- seletina; 2. Inibicdo do fator
nuclear NF-kB induzido pelo TNF-a; 3. Inibicdo da expressao do receptor
scavenger classe 1 (SR-A) de macréfagos, que resulta na diminuicdo da
captacdo do LDL — colesterol oxidado e na formacédo de célula espumosa; 4.
Inibicao da proliferacao de células musculares lisas (Matsuzawa et al 2004)

Com base no exposto, evidencia-se intima relacdo entre obesidade, em
especial a visceral, biomarcadores da inflamacéo, sintetizados e liberados
pelos adipécitos e por células imunes do tecido adiposo, e SM. Assim,
métodos voltados ao manejo desse estado inflamatério podem ser relevantes

no tratamento e manejo da SM.
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1.3 Regulacdao neural da inflamagcao: a “Via Antiinflamatéria
Colinérgica”

O conhecimento da influéncia do sistema nervoso sobre o sistema
imunolégico é reconhecida de longa data. Hans Seyle, em 1936, foi um dos
primeiros cientistas a descrever os efeitos de estimulos estressores mentais e
fisioldgicos sobre componentes do sistema imunolégico. Em seus estudos, 0s
animais expostos a fatores nocivos apresentaram, a necropsia, hipertrofia das
glandulas adrenais, Ulceras gastricas e atrofia de 6rgaos linféides (Reiche,
Nunes, Marimoto, 2004).

Para além dos efeitos moduladores de horménios do eixo
neuroendocrino classico, o estudo da interacao entre os sistemas, imune (Sl) e
nervoso central (SNC), vem se expandindo e se constituindo em campo de
interesse de inUmeras &reas de pesquisa relacionadas a neurociéncia,
imunologia, fisiologia e outros.

Sabe-se atualmente que diversos estimulos provenientes do SN,
central e periférico, podem modular a agéo de células do sistema imunolégico,
bem como a liberacédo de substancias envolvidas na resposta imune

Numa visdo embasada no conceito de homeostasia fisiologica, parece
claro que SNC e Sl interajam na preparacdo do organismo para enfrentar
mecanismos estressores, entendidos aqui como fatores patoldgicos. Todavia,
essa relacao pode ocorrer de forma equilibrada e se constituir num mecanismo
relevante na protecao da homeostase, ou, de outra forma, essa interacdo pode

ajudar a perpetuar quadros patolégicos.
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Os efeitos da estimulagdo simpatica sobre a resposta imune e
inflamacéo ja sdo bem estudadas. Ja € sabido que a adrenalina (secretada
pela medula adrenal) e a noradrenalina (secretada pelos axénios de terminais
simpaticos e pela medula adrenal) modulam a liberagdo de citocinas, e assim a
resposta inflamatéria por meio de receptores a e B adrenérgicos nas células
imunes (Hasko e Szabo, 1998). Além disso, ha acumulada evidéncia que os
tecidos linféides sdo amplamente inervados por terminais simpaticos (Pongratz,
Straub 2014; Felten et al, 1987). Dessa forma, a estimulacdo simpatica
descompensada mantém ou aumenta o estado inflamatério.

Recentemente descobriu-se que a estimulacdo parassimpatica vagal
também pode modular a resposta inflamatéria e, suprimir a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, controlar ou mesmo inibir a inflamacao (Tracey,
2002).

Estudos sobre essa nova funcéo da via parassimpatica, que € mediada
pelo nervo vago, € denominada de “Via Antiinflamatéria Colinérgica” (Pavlov et
al, 2003). O conceito sobre essa via, denominada também em alguns estudos
como ‘“reflexo antiinflamatério colinérgico”, teve inicio nos anos 2000, com o
grupo de Tracey e cols que investigavam os efeitos supressivos de uma droga,
denominada CNI-1493, sobre a inflamacdo induzida pela aplicagdo de um
agente irritante na pata de ratos. Nesse estudo a administracéo
intracerebrovascular (ICV) da CNI-1493 suprimiu a resposta inflamatéria de
forma mais eficiente que a sua administragédo sistémica da droga (Borovikova
et al, 2000a). Os mesmos pesquisadores comprovaram que tais afeitos
dependiam da acdo do nervo vago, pois com a vagotomia os efeitos

antiinflamatérios nao ocorriam.
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Num modelo de endotoxemia letal, também em ratos, a estimulacao
elétrica da via eferente vagal mimetizou os efeitos da injegao ICV da CNI-1493.
Como efeitos antiinflamatérios ocorreram: a diminuicao dos niveis séricos e
hepaticos de TNF-a, além da atenuacao do desenvolvimento de hipotensao
severa e o choque sistémico em animais expostos a endotoxina, com aumento
da sobrevida dos mesmos (Borovikova et al 2000b). Em outros estudos do
mesmo grupo, a ativacido desta via neural, pela estimulacao elétrica do nervo
vago, também resultou em reducao significante nos niveis sistémicos de TNF-a
e atenuou o desenvolvimento do estado de choque de ratos submetidos a
lesdo cardiaca de isquemia-reperfusdao, que é outro modelo de inflamacéao
sisttmica (Bernik et al, 2003; Pavlov, Tracey 2005). Tais resultados
comprovaram que os efeitos da estimulacao vagal eferente apresentavam acéo
imunomodulatéria de carater sistémico.

Nota-se que os estudos citados sobre a Via Antiinflamatéria Colinérgica
comumente acessam o componente inflamatério pelos niveis da citocina TNF-
a, por ser considerado um mediador necessario e suficiente de resposta
inflamatéria (Nathan, 2002; Tracey, 2002).

Outros estudos que seguiram o paradigma da Via Antiinflamatéria
Colinérgica elucidaram outros componentes da mesma. Borovikova et al
(2000a) demonstraram que os efeitos antiinflamatérios da estimulacao vagal
podiam ser bloqueados pela atropina. Wang et al (2003) demonstraram que o0s
efeitos periféricos da estimulacdo eferente vagal dependiam de receptores
nicotinicos do tipo a7 (a7 nAChR). Pavlov et al (2006) mostraram que

antagonistas muscarinicos ndo eram capazes de suprimir com a mesma
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eficacia os efeitos antiinflamatérios e, que apenas o bloqueio central dos
receptores muscarinicos surtia efeito parcial sobre a via.

Em conjunto, esses dados demonstraram que: 1. Que a acetilcolina era
o principal neurotransmissor envolvido, por isso 0 nome “Via Antiinflamatéria
Colinérgica”; 2. Os efeitos da estimulacao vagal se davam preferencialmente
pela via colinérgica mediada por receptores nicotinicos do tipo a7 n AChR e; 3.
receptores muscarinicos mediavam acdes centrais desta via antiinflamatéria.

Assim, ap6s as primeiras descricbes da via Antiinflamatéria
Colinérgica Tracey (2002) propds um complexo sistema que funcionava como
um mecanismo reflexo em resposta a estimulos periféricos inflamatérios. Este
sistema compreendia o estimulo inflamatério, especialmente o TNF-a, capaz de
acionar a via aferente vagal, centros reguladores vagais localizados no SNC
que por sua vez que acionavam a via eferente vagal e areas supra bulbares
que inibiam a resposta inflamatdéria, atuando em células do sistema imune, em

especial, nos macréfagos. (Figura 3)
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Figura 3- Reflexo Antiinflamatério Colinérgico.( Apaptado de Tracey KJ, The
JCl, 2007)

Nesse modelo, a estimulagdo parassimpatica (vagal), por meio da acao
da acetilcolina, demonstrou-se capaz de inibir a liberagcdo de TNF, IL-1, IL-6 e
II-8 de macréfagos ativados com LPS (mimetizando um estado inflamatério),
sem afetar a producgao de citocinas antiinflamatérias, como a IL-10 (Borovikova,
2000b; Tracey, 2002). Além disso, os sinais aferentes vagais podem ser
retransmitidos as areas do SNC, como a formacao reticular da medula, lécus
ceruleo e hipotalamo culminando em especial na liberagdo do ACTH e inibicao
do funcionamento de células imunes.

Cabe destacar que outro modelo explicativo das acoes
antiinflamatérias vagais foi proposto Rosas-Ballina et al (2011) e neste, postula-
se uma conexao nao neural entre a via eferente vagal e o baco, érgao

apontado como essencial na mediacdo sistémica das respostas
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antiinflamatérias vagais. Segundo esse modelo, a estimulagdao vagal eferente
trafega pelo nervo esplénico, cujas terminacdes nervosas liberam no baco o
neurotransmissor noradrenalina (terminagées simpdticas); a noradrenalina
estimula receptores na parede dos linfocitos T, que por sua vez, sdo capazes
de sintetizar e liberar acetilcolina; esse neurotransmissor estimula os
macréfagos localizados nas adjacéncias, por meio da interacdo com o0s
receptores a7nAch. Como esses macréfagos sao produtores de citocinas
inflamatérias, a estimulacdo vagal se constitui numa via de reducado da
resposta inflamatéria, fato que pode ser exemplificado em diversos estudos
(Huston, Tracey 2011; Rosas-Ballina, Tracey 2009; Rosas-Ballina et al, 2008).

Mais recentemente, uma revisdo de 2011 propbs outro modelo,
incorporando a participacdo de outras estruturas neurais e imunes nesse
complexo reflexo (Rosas-Balllina et al, 2011).

Assim, apesar de ainda n&o se conhecer todos os elementos celulares
e detalhes das vias neurais do reflexo antiinflamatério colinérgico, esse sistema
ja vem se configurando como alvo terapéutico, visando condi¢des clinicas que
tem como base um estado de inflamacdo exacerbada e/ou crénica, como:
artrite reumatéide (Goldstein et al, 2007), insuficiéncia cardiaca (Behling et al,
2003), doencgas auto-imunes (Nizri et al, 2006), diabetes (Ali et al 2015;
Schmartz et al, 2009), doenca de Alzheimer, obesidade e na SM (Satapathy et

al, 2011).
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1.4 Estimulacao da Via Antiinflamatéria Colinérgica pela Galantamina

na SM

Estudos que avaliaram a modulacdo autonémica demonstram que ha
reducado da atividade vagal no contexto da obesidade e na SM (Richter et al,
1996; Rissanen, Franssila-Kallunki, Rissanen, 2001; Koskinen et al, 2009).
Além disso, ja foi demonstrado que a atividade da enzima acetilcolinesterase,
que modula os efeitos da acetilcolina na fenda sinaptica e em suas células alvo
apds estimulagdo vagal, estd aumentada em estados de Rl (Schmatz et al,
2009).

Estudos indicam ainda que a via eferente do nervo vago atua como via
de comunicacdo entre o hipotalamo e a gordura visceral (Das, 2010) e sua
estimulacao inibe a liberagdo de citocinas inflamatérias desta gordura. Além
disso, 0 nervo vago atua como via neuronal de comunicacédo entre figado e o
tecido adiposo e 0 SNC. Em modelo animal, a resseccao do segmento aferente
hepéatico do vago impediu a reducdo dos niveis de adiposidade periférica,
indicando que esse nervo media diversos acbes relacionadas ao balanco
energético da gordura periférica, inclusive as decorrentes da estimulagéo
simpatica (Uno et al 2006).

Além da estimulacdo elétrica do nervo vago, o exercicio fisico e
medicamentos podem ser utilizados para potencializar a acdo vagal. No
contexto da SM, a estimulagdo colinérgica por meio da inibicdo da acao da
enzima acetilcolinesterase ja vem sendo empregada em modelos animais (Das,
2007; Pavlov et al, 2009). Dentre as drogas que desempenham tal funcéo,

destaca-se nesse estudo a Galantamina.
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A Galantamina é um inibidor reversivel da acetilcolinesterase e uma
droga clinicamente aprovada para o tratamento da doenca de Alzheimer. Além
de inibir a agdo da acetilcolinesterase, a Galantamina interage alostericamente
com receptores nicotinicos de Ach, potencializando ainda mais a acao
colinérgica (Scott, Goa, 2000). Sua acao sobre os componentes cognicao e
memoria estd intimamente relacionada aos efeitos antiinflamatérios,
antioxidantes e de sinalizagao celular da Ach em nlcleos centrais. Mesmo
administrada por via oral, essa droga é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e desempenhar suas acbes centrais (Scott, Goa, 2000;
Wilcock, Lilienfeld, Gaens, 2000).

A administracdo de Galantamina mostrou-se capaz de reduzir
significativamente os niveis de séricos de TNF-a em modelos de obesidade em
ratos e camundongos. O papel estimulador dessa droga na Via Antiinflamatéria
Colinérgica foi demonstrado pela auséncia de seu efeito nos niveis séricos de
TNF-a em ratos que ndo apresentavam a a7nAChR, a subunidade do receptor
nicotinico de acetilcolina responsavel por mediar os sinais antiinflamatérios
dessa via (Pavlov, Tracey 2005; Pavlov, 2007; Van Maanen, Vervoordeldonk,
Tak 2009). Vale destacar que o tratamento com Galantamina, além de suprimir
os niveis de TNF-a circulantes, também promoveu a reducao do peso corporal,
da adiposidade abdominal e da resisténcia a insulina (Satapathy et al, 2011).

No estudo de Mennatallah et al (2014), o tratamento de ratos diabéticos
com Galantamina resultou em redugdo de peso corporal, dos valores de
glicemia de jejum, da resisténcia a insulina medida pelo indice HOMA, reduziu
ainda os niveis de TNF-a circulantes, melhorou o padrao lipidico, e reduziu o

estresse oxidativo de diversos tecidos. Os autores atribuiram parcialmente tais
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afeitos ao aumento dos mecanismos de sinalizacdo intracelular da insulina
promovidos pela Galantamina.
Assim, a Galantamina apresenta potencial para agir sobre diversos

fatores determinantes da SM.



2 JUSTIFICATIVA
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Considerando varios aspectos relacionados a SM (como sua relevancia
como agrupamento de fatores de risco cardiovascular, o aumento da sua
prevaléncia, decorrente da epidemia mundial de obesidade, e o
reconhecimento do processo inflamatério crébnico como um mecanismo
fisiopatolégico comum no desenvolvimento dos disturbios caracteristicos dessa
condicdo) e o papel do sistema nervoso parassimpatico como importante
modulador da atividade inflamatéria, tornam-se necessarios estudos que
ampliem o entendimento sobre a interacao destes elementos. E, em especial,
de estudos que avaliem intervencdes sobre a potencial base fisiopatolégica da
SM, visando agir positivamente na progressao das doencas cardiovasculares a
ela relacionadas. A Galantamina, droga aprovada pela ANVISA e de uso clinico
rotineiro para pacientes idosos e com diversas morbidades, por sua agéo
anticolinesterasica, poderia amenizar o estado inflamatério e interferir de modo

benéfico nos distirbios metabdlicos associados a Sindrome Metabdlica.

2.1 Hipoteses

As hipbteses do presente estudo foram: o uso de Galantamina em
pacientes com SM pode aumentar a modulagdo vagal, e assim atuar em
componentes da Via Antiinflamatéria Colinérgica levando, consequentemente,
a redugdo de marcadores inflamatérios. Além disso, essa droga poderia reduzir
marcadores do estresse oxidativo sistémico, e consequentemente, melhorar o

perfil lipidico e a resisténcia a insulina destes pacientes.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da Galantamina sobre biomarcadores inflamatorios e

demais componentes da Sindrome Metabdlica

3.2  Objetivos especificos

Analisar os efeitos do tratamento com Galantamina nos parametros:

» Autonbémicos - relacionados a variabilidade da FC e da PAS nos
dominios do tempo e da freqtiéncia;

» Inflamatérios — dosagem de adipocinas e citocinas no sangue periférico

» Clinicos - dados antropométricos, e quantificacdo de gordura visceral
(abdominal e epicardica)

» Metabodlicos — dosagem de glicose e glicose, calculo do HOMA, e
dosagem de lipides no sangue periférico

» Estresse oxidativo — quantificacao do balanco redox no sangue periférico



4 CASUISTICA E METODOS
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4.1 Delineamento do Estudo

Tratou-se um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, placebo-
droga (paralelo), e seguiu as recomendagdes do CONSORT Statement para

publicacao de estudos randomizados controlados (www.consort-statemant.org).

Desta forma, tanto pesquisadores quanto participantes do estudo estavam
“cegos”, no que se refere a administracdo e ao uso de droga ou placebo, na
realizacado e andlise dos exames, durante todo o protocolo de pesquisa.

As avaliacdes clinicas foram realizadas no Ambulatério da Unidade de
Hipertensao do Incor (FMUSP) e no Ambulatério de Sindrome Metabdlica da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Os individuos participantes do estudo foram informados sobre
beneficios dietéticos e de exercicios fisicos, mas néo foi prescrito um programa
especifico de atividade fisica (supervisionada ou nao). A duracdao de
participacao dos individuos foi de aproximadamente 17 semanas.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa o
Instituto do Coracéo (parecer n° 555.738), FMUSP/InCor e seguiu as Diretrizes
e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
conforme a resolucdo 196/96, formuladas pelo Conselho Nacional de Saude,
estabelecida em outubro de 1996. Além disso, foi registrado no
ClinicalTrials.gov sob 0 numero: NCT02283242.

Os participantes foram informados sobre o estudo e a participacao dos
mesmos se deu apenas apos leitura, discussdo e assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) que, por sua vez seguiu as diretrizes
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dos estudos desenvolvidos nas unidades da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

Droga do estudo e diario de uso de medicacao: cédpsulas de 8 mg de
Bromidrato de Galantamina (fabricacao: Janssen Ortho LLC, State Road 933
km 0,1, Mamey Road Gurabo, Porto Rico — EUA; importagdo e distribuicao:
Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda; Rodovia Presidente Dutra, km 154 - Séao
José dos Campos, SP), foram utilizadas. As capsulas de Galantamina,
disponiveis comercialmente sob a denominacdo de Reminyl® ER, foram
reencapsuladas em capsulas gelatinosas por profissionais da farmacia do
Hospital das Clinicas da FMUSP, bem como as capsulas do placebo de modo
similar.

As capsulas foram acondicionadas em local seguro e sob temperatura
controlada dentro das instalagcées da Unidade de Hipertensao do Incor/FMUSP.

Em cada visita dos participantes da pesquisa foi realizado o inventario
do uso da droga (“pill couting”). As informacgdes foram registradas e mantidas
nos prontuarios individuais. Incluindo datas, quantidades recebidas e
fornecidas, lotes, numeros de série, data da validade e numeros codificados da
droga de investigacao e dos individuos.

Os individuos também receberam um diario para registro de qualquer
sintoma que viessem a apresentar e foram instruidos a trazé-los em casa visita,
juntamente com as embalagens da medicacao (para contagem e monitorizacao
do uso). Qualquer outro medicamento usado durante o estudo foi registrado no

diario (inicio, término do uso, via de administracao, dose, posologia € motivo do
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uso). As informacdes relevantes do diario foram transcritas para o prontuario do

participante.

4.2 Casuistica

Foram incluidos 60 individuos de ambos os sexos, 30 homens e 30

mulheres, na faixa etaria de 18 a 59 anos.

4.3 Calculo amostral

Por se tratar do primeiro estudo clinico usando Galantamina em
portadores de SM, o célculo amostral foi realizado considerando estudo sobre o
efeito de inibidores da acetilcolinesterase de terceira geracdo, caso da
galantamina, sobre os niveis de citocinas inflamatérias na Doenga de
Alzheimer (Reale et al, 2004). Desta forma a amostra foi composta por 60
individuos: 30 pacientes no grupo tratamento e 30 pacientes no grupo placebo
para se detectar com um poder de 85% e nivel de confianga de 95%, num teste
t de Student, uma diferenca média de 1,2 pg/mL de citocinas inflamatdrias,
admitindo-se que os grupos placebo e tratamento tenham desvios padrdes
iguais a 1,5 e médias de 6,0 pg/mL e 4,8 pg/mL, respectivamente.

O calculo da amostra foi realizado utilizando-se PASS 2008 — Power

Analysis and SampleSize - NCSS Statistical Software.
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4.4 Critérios de Inclusao

Os individuos deviam preencher os critérios listados abaixo:

1. Diagnéstico de Sindrome Metabdlica: baseado em trés achados
anormais de cinco a seguir:
- circunferéncia abdominal =2 102 cm em homens, = 88 cm para
mulheres;
- niveis séricos de triglicerideos = 150 mg/dl;
- HDL-C <40 mg/dl em homens, < 50 mg/dl em mulheres
- Pressédo Arterial Sistémica de consultério: sistolica = 130 e/ou
diastélica =2 85 mmHg
- glicemia de jejum = 100mg/dl
2. Manutencao de peso e dieta estaveis por pelo menos 6 meses até a
entrada no estudo;
3. Nao apresentar doenca crénica que indicasse o uso de medicacoes;
4. Estar apto a declarar consentimento por escrito e cumprir as etapas do
estudo durante toda a duracdo do mesmo (retornos agendados para

avaliagcao e realizacdo de exames);
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4.5 Critérios de Exclusao

N&o foram incluidos no estudo individuos que estavam ou apresentavam:

1. Niveis de triglicerideos = 400mg/l, ou em uso de medicacao redutora de
lipideos;

2. Niveis de TGO ou TGP = 200U/L;

3. Pressédo Arterial Sistémica de consultério = maior ou igual 160 mmHg,
e/ou pressao diastélica em repouso = 100 mmHg;

4. indice de massa corporal (IMC) = 40 kg/m?;

5. Em uso de drogas que apresentam interacdo conhecida ou provavel com
a Galantamina: Amitriptilina, Fluoxetina, Fluvoxamina, Cetocoazol,
Oxibutinina, Paroxetina, Quinidina, uso de inibidores de recaptacao de
serotoninag;

6. Ja participante de programas de exercicios regulares, definidos como 90
minutos de atividade por semana;

7. Histéria médica, diagnostico prévio, ou exames complementares
anteriores que indicassem presencas de arritmias cardiaca, doenca
coronariana, doenga valvar, insuficiéncia cardiaca, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, doenca hepatica aguda ou crénica, insuficiéncia renal
(creatinina sérica = 2 mg/dl), distarbios da tiredide, doencas inflamatorias
cronicas, neoplasias, estado de positividade para HIV, outras doencas
debilitantes e gestacédo ou desejo de engravidar no decorrer do periodo

do estudo;
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8. Abuso de alcool ou outras substancias nos 12 meses prévias a entrada
no estudo;
9. Historia de depressao maior ou pacientes com ideacao suicida;

10. Histéria pessoal de desordem alimentar.

4.6 Procedimentos

4.6.1 Avaliacao de inclusao e seguimento

A anamnese e exame fisico dos participantes do estudo foram
realizados em todo decorrer do estudo e serviram como fonte de informacdes
referentes ao estado de saude dos participantes. Tal avaliagdo incluiu: o
registro de dados demograficos, inquérito sobre medicamentos utilizados,
resultados de exames prévios e os resultados dos exames realizados no
decorrer do protocolo, avaliacdo antropométrica e a investigagcdo de sintomas
adversos.

Avaliagcao antropométrica: Circunferéncia abdominal (cm) — medida na
metade da altura entre a crista iliaca e a borda inferior da costela, utilizando
uma fita métrica inextensivel. Estatura (m) — medida pelo estadibmetro de
marca Sanny. Massa corporal total (kg) — usando balanga Filizola. indice de
massa corporal (IMC) — peso (kg)/estatura®(m). Para determinagdo da
classificacao do IMC foi adotada a classificagdo da OMS (2006).

Também foi realizado, antes e ap6s o término do tratamento, um

exame neuroldégico minucioso por um especialista (neurologista) que incluiu:
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avaliacao neuropsicolégica qualitativa (presenca ou nao de apatia, indiferenca,
diminuicdo no fluxo verbal, diminuicAdo ou auséncia de fala espontanea,
estereotipias, atividade motora sem propésito e inapropriedades sociais como
intrusdes entre outros) e testes neuropsicolégicos.

Quanto aos “critérios de seguranca” dos pacientes, usamos a
padronizacdo apresentada no Anexo 1 e ao final do protocolo os participantes
mantiveram seguimento ambulatorial indicado no Ambulatério de Sindrome

Metabdlica da Universidade Nove de Julho ou no Incor/USP.

4.6.2 Testes Cognitivos

Foram aplicados testes neuropsicoldgicos padronizados: capacidade
de memorizagdo de palavras (anexo 2), flexibilidade mental (anexo 3);
capacidade de concentracao (anexo 4), Mini exame do estado mental (anexo 5)

e prova do relégio (anexo 6).

4.6.3 Exames laboratoriais

Exames laboratoriais foram realizados antes da randomizagdo para
uso da medicagao e no término do tratamento. Amostras obtidas por meio da
puncao venosa na regiao cubital (30 ml de sangue) foram utilizadas para as
dosagens hormonais, bioquimicas, de estresse oxidativo e de marcadores

inflamatorios.
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Exames laboratoriais basicos (bioquimicos e hormonais): perfil lipidico

(colesterol total e fragdes), triglicerideos, TSH, T4 livre, TGO, TGP, beta HCG
(para as mulheres), glicose, hemoglobina glicada, insulina, creatinina,
hemograma completo, sédio, potassio. Para coleta de amostras de sangue
para realizar tais medidas, os participantes foram instruidos a realizar jejum de
12 horas. Os exames foram realizados pela Associacdo Fundo de Incentivo a

Pesquisa (AFIP Medicina Diagndstica).

Marcadores _inflamatérios: TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-10, sCD40L, leptina e

adiponectina. Para avaliagdo destes marcadores inflamatérios foi realizada logo
apos (20 -30 minutos) a coleta de 10 ml de sangue periférico, em tubos
contendo EDTA como anti-coagulante, a centrifugacdo a 3000 rpm por 20
minutos a 4°C. Em seguida, o plasma foi aliguotado em eppendorfs,
congelados em nitrogénio liquido e estocados no freezer a -70°C por um
periodo que nado ultrapassou 12 meses.

A coleta, centrifugacdo, aliquotagem e armazenamento também foram
realizados pela aluna deste estudo no Laboratério de Pesquisa Clinica da
Unidade de Hipertensdo do Incor/USP, conforme orientacbes do protocolo
fornecido pela empresa que dosaria as amostras de plasma.

A analise dos marcadores inflamatérios foi realizada com kits Multiplex pela
empresa Génese. Esses kits utilizam tecnologia Luminex xMAP (Multiple
Analyte Profiling, x = variavel a ser medida) que envolve um processo de
quantificacdo de microesferas de latex com dois fluoréforos especificos.
Utilizando proporcdes precisas desses dois fluoréforos, podem ser criados 100

conjuntos diferentes de microesferas que sao identificadas em cddigo de cores
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pelo instrumento Luminex. Os kits Multiplex foram desenvolvidos com essas
microesferas e se fundamentam no processo de “imunoensaio”. Anticorpos de
captura especificos para cada analito (substancia a ser detectada na amostra)
estdo imobilizados nas superficies das microesferas por meio de ligacdes
covalentes nao reversiveis. Depois que o analito se liga aos anticorpos de
captura, a deteccao final é feita através de um outro marcador fluorescente
(Estreptavidina-Ficoeritrina) ligado ao anticorpo de deteccdo. O equipamento
Luminex 200 movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois
lasers diferentes em um citbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta
(classifica) a microesfera (c6digo de cor para o ensaio), e o segundo feixe de
laser quantifica o sinal de reporte de cada microesfera. Cabe destacar que
esse método de dosagem de biomarcadores é indicado quando se almeja a
analise de um perfil de fatores em interacdo, num quadro determinado. O
método proporciona assim o reconhecimento de um panorama mais amplo que

a acao individual de um elemento isolado.

Marcadores do estresse oxidativo: Foram dosados: atividades de enzimas anti-

oxidantes (catalase, superéxido dismutase, glutationa peroxidase), e os
produtos de peroxidacao lipidica (TBARS) e proteica (carbonilas). Além disso,
foram feitas medidas de nitritos e nitratos.

Para obtencdo desses marcadores, seguiram-se as seguintes etapas

metodoldgicas:
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Preparo do sangue: Logo apés a coleta de 10 ml de sangue venoso periférico

em tubo com EDTA, procedeu-se a separacdao do plasma e preparo dos

glébulos vermelhos com solugao de enzimas:

Centrifugacdo da amostra em 3000rpm por 20 minutos a 4°C,
seguido de separacado do plasma e subsequente congelamento em
nitrogénio.

Preparo dos glébulos vermelhos: apos retirada do plasma, 1 ml dos
glébulos foi aspirado e colocado em tubo seco; a seguir foi
adicionado 1mL soro fisiolégico, o conteudo foi homogeneizado e
colocado novamente na centrifuga por 10 minutos a 3000 rpm. Este
procedimento deve foi repetido por 3 vezes, sempre se descartando
0 sobrenadante e adicionando soro fisiolégico em igual quantidade
de glébulos, até que se obtivesse o completo preparo dos glébulos
vermelhos. Para cada 100ul dos glébulos vermelhos lavados foram
acrescentados 1000ul da solugdo de enzimas (0,240 gramas de Mg
S04, 0,029 ml (29ul) de acido acético glacial, diluidos em 500 ml de
H20 destilada); aliquotas foram acondicionadas em eppenderfs e
armazenados em freezer a -70 °C até o momento das medidas de

estresse oxidativo.

Atividade de enzinas anti-oxidantes

Catalase (CAT) - A taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio é

diretamente proporcional a atividade da CAT. Desta forma, o consumo de H»O;

pode ser utilizado como uma medida de atividade da enzima CAT. O ensaio
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consistiu em medir a diminuicado da absorbancia a 240nm, comprimento de
onda onde ha a maior absorcado pelo peroxido de hidrogénio, utilizando-se
cubetas de quartzo. Para a realizacdo das medidas foi usada uma solucéo
tampéao constituida de fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9
UL deste tampédo e 10 pL de amostra de tecido na cubeta do espectrofotdmetro,
sendo esta mistura descontada contra um branco de tampéao fosfato. A seguir
foram adicionados 35 uL de peroxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e foi monitorada

a diminuicao da absorbancia no espectrofotdbmetro (Boveris, Chance, 1973).

Superoxido Dismutase (SOD) - A técnica utilizada foi baseada na inibicao da
reacao do radical superdéxido com o piragalol. Uma vez que nao se consegue
determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em termos de
substrato consumido por unidade de tempo, se utilizou a quantificagdo em
unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagédo do detector. A oxidacao do
pirogalol leva a formagdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm durante 2 minutos. A atividade da SOD é
determinada medindo-se a velocidade de formagdo do pirogalol oxidado. No
meio de reacao, foram utilizados 20 uL de homogeneizado, 973 L de tampéao
Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 uL de CAT
a 30 umol/L. Esta curva obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma
curva padrao utilizando trés concentracées distintas de SOD (0,25U, 0,5U e
1U), através da qual foi obtida a equacao da reta para realizagdo dos calculos

(McCord e Fridovich, 1969).
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Dosagem de proteinas - As proteinas foram quantificadas pelo método
descrito por Lowry e colaboradores, que utiliza como padrdo uma solucao de

albumina bovina na concentragdo de 1mg/mL (Lowry et al., 1951).

Medida de peroxidacao lipidica (LPO): Substancias reativas ao &acido
tiobarbitarico (TBARS) - Para a reagéo, foi adicionado a 150ul de plasma, 150yl
de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 8,1% (P/V), 300ul de Acido Tricloroacético
(TCA) (VetecQuimica Fina Ltda.) a 20%(P/V) e 500yl de Acido Tiobarbittrico
(TBA) (Sigma-Aldrich Corporation). Essa mistura foi incubada por 20-30
minutos a 95°C, formando um composto rosado e em seguida resfriado no
gelo. Apds este procedimento os tubos foram centrifugados a uma velocidade
de 4000 rpm durante 5 minutos (Eppendorf AG, Alemanha). Retirou-se 200ul
do sobrenadante que foi adicionado a um poc¢o de placa de Elisa. A leitura foi

feita a 535nm em um leitor de Placa de Elisa (Buege e Austin, 1978).

Medida de peroxidacao proteica - dosagem de carbonilas - O ensaio para
deteccdo das carbonilas € uma das técnicas utilizadas para a determinagéo de
proteinas modificadas oxidativamente. A técnica se baseia na reacdo das
proteinas oxidadas do plasma sanguineo com 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH)
em meio acido, seguido de sucessivas lavagens com &cidos e solventes
organicos e incubacédo final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das
carbonilas foi medida em um espectrofotdmetro a 360nm, num meio de reacao
contendo os seguintes reagentes: guanidina (6M) em &cido cloridrico (HCI)
(2,5M) pH= 2,5; 2,4 DNPH em HCI (2,5M); acido tricloroacético (TCA) 20%;

TCA 10%; etanol - acetato de etila 1:1(V/V). Paralelamente foi realizada a curva
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padrdo de proteina, com albumina, com a absorbéancia lida em 280nm no
espectrofotometro (Reznick, Packer, 1994).

Nitritos e Nitratos - Os niveis de nitritos e nitratos no plasma foram medidos
pela reacdo das amostras com o reagente de Griess em microplacas (96
pocos) em aparelho leitor de ELISA. Aliquotas de 50 pyL de homogeneizado de
tecido foram incubadas com cofatores enzimaticos e nitrato redutase (3U/ml)
por uma 30 minutos para conversdao de nitrato em nitrito em temperatura
ambiente. O total de nitrito tecidual foi entdo analisado pela reacdo das
amostras com 50 pL de reagente de Griess. O total de nitrito tecidual foi
estimado a partir de uma curva padrao de absorbancia em 592 nm (Granger et

al., 1999).

4.6.4 Registro de variaveis hemodinamicas e da modulacao simpato-
vagal

Os registros foram realizados no laboratério de Pesquisa Clinica da
Unidade de Hipertensdao da FMUSP sempre pela pesquisadora deste estudo.
Os registros tiveram duracédo de 15 minutos com os participantes deitados em
repouso numa maca, em situacao confortavel e em ambiente adequado para a
aquisicao dos sinais (controle de luz e de temperatura). Antes do registro foi
verificado se os participantes se encontravam em condi¢cées adequadas para a
medida da PA.

Para realizar a medida dos pardmetros hemodindmicos e dos

componentes do controle autonémico do sistema cardiovascular (balango
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simpato-vagal), utilizou-se inicialmente, o registro das curvas de pressao
arterial, batimento a batimento, pelo método nao invasivo com o sistema
FINOMETER® (Finometer, Finapres Medical Systems BV, Arnhem,

Netherlands) (Figura 4).
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Figura 4- Monitor Finometer® que registra curvas de PA batimento-a-
batimento, de forma nao invasiva.
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O equipamento utiliza como principio basico a técnica de
fotopletismografia digital, colocando-se um manguito de pressao circundando a
falange distal de um dedo da mao esquerda (Figura 5) (Wesseling et al, 1983).
Tendo como base as curvas de pressao arterial e os dados do paciente (idade,
sexo, peso e altura), um programa de analise de sinais (software BeatScope)
gera dados hemodinamicos como PA sistélica e diastélica, frequéncia cardiaca,

débito cardiaco e resisténcia vascular periférica.

Figura 5- Manguito de pressao circundando a falange média do segundo dedo
da mao esquerda, registrando curvas de PA derivadas da pulsacao
da artéria digital, com o principio basico da técnica de
fotopletismografia digital.

Apoés esta leitura automatica das ondas de pressao pelo Beatscope, foi
realizada a verificacdo do sinal gerado, por meio da inspegdo visual, para
identificar e/ou corrigir alguma marcagdo ndo correta. Em seguida, a série
temporal de cada sinal a ser estudado foi gerada, isto &€, o tacograma
(sequencia do intervalo de pulso cardiaco) e o sistograma (sequencia dos
valores da pressdo arterial sistolica). Quando necessario, foi utilizada a
interpolacdo das séries do tacograma e sistograma, para correcbes das

distor¢Oes indesejaveis.
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As curvas de PA foram registradas (1.000 Hz/seg de amostragem) e
armazenadas em outro computador equipado com transdutor de sinais
biolégicos, para serem utilizados posteriormente na andlise da variabilidade da
PA e da FC (analise espectral) realizada com um software especifico
(CardioSeries Software, Versao 2.4, Ribeirao Preto, SP, Brasil) de acordo com

a rotina descrita a seguir.

4.6.5 Analise da variabilidade da FC e da PA

A modulacdo autonémica cardiaca foi inferida por meio da andlise da
variabilidade da FC (VFC) e variabilidade da PA (VPA) nos dominios do tempo
e da frequéncia, seguindo-se protocolos especificos para cada dominio

(Moraes et al., 2000).

Variabilidade no dominio do tempo: A série temporal do intervalo de pulso foi

analisada no dominio do tempo por meio da analise da variancia do intervalo
dos batimentos normais (VARNN). Além da variancia, foram obtidos o SDNN
(desvio padrao de intervalos RR normais), e 0 RMSSD (raiz quadrada da média

dos quadrados das diferengas entre intervalos RR consecutivos).

Variabilidade no dominio da frequéncia (analise espectral): A analise no

dominio da frequéncia foi realizada utilizando a Transformada Rapida de
Fourrier. Para tal foi utilizada uma interpolacado de 4 Hz com segmentos de 512
pontos. A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de frequéncia de

interesse:
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1) HF: frequéncias altas, entre 0,4 e 0,15 Hz — modulagao Parassimpatica;
2) LF: frequéncias baixas, entre 0,15 e 0,04 Hz — modulagao Simpética;

3) VLF: frequéncias muito baixas, menores que 0,04 Hz.

Utilizou-se os valores absolutos e também os valores normalizados (unidades
normalizadas), de acordo com o calculo:
LF nu = power do LF / (power total /m? — VLF) x 100

HF nu = power do HF / (power total /m? — VLF) x 100

A razao entre LF e HF foi calculada para inferir o balangco autonémico, de

acordo com a férmula: LF/HF = LF ms?HF m?

Para a variabilidade da PA considerou-se os valores do componente de baixa

frequéncia absoluta (LFPAS abs).

4.6.6 Exames de imagem

Para medidas da gordura abdominal (subcutanea e visceral) e da
gordura epicardica foram realizadas tomografias computadorizadas do abdome
e de térax sem contraste com o equipamento Multidetector Computed
Tomography (TC 320 Aquillion One Toshiba, 2013) no Incor/FMUSP. Os

detalhes e padronizacao da técnica estao apresentados no Anexo 7.
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4.6.7 Monitorizacao Ambulatorial da Pressao Arterial —- MAPA

Para acessar o comportamento circadiano da PA utilizamos a MAPA
com emprego do equipamento Spacelabs Healthcare®, que dispde do método
oscilométrico para aquisicdo das medidas, com manguito aplicado no braco. O
aparelho foi programado para medir a pressao arterial durante 24 horas
obtendo, no minimo, 16 medidas validas para o periodo de vigilia e 8 para o
periodo de sono.

Foram seguidas as recomendacbes da IV Diretriz para uso da
Monitorizagdo Ambulatorial da Pressédo Arterial da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (Alessi et al, 2005) para os protocolos de instalacao e retirada do
aparelho, niumero de afericoes, recomendacdes ao paciente, e preenchimento
do diario de atividades.

Foram analisadas as médias de PAS e PD dos periodos diurno (vigilia) e

noturno (sono).

4.7 Sequéncia do estudo

Durante o periodo deste estudo, os individuos foram avaliados em 6

momentos, de acordo com a sequéncia apresentada abaixo:
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a0 x> gD

12 avaliacao
Screening

Avaliagdo clinica inicial
+ exames laboratoriais
basicos

42 Avaliacao
Apés 4 sem com 8 mg

Avaliagdo tolerancia e
efeitos adversos +
avaliacdo
antropométrica +
Registro PA

22 gvaliagao
Confirmagdo dos
critérios de inclusdo/
Exclusao

Exame neurolégico +
exames especificos
Randomizag¢do

52 avaliagao
Apo6s 4 sem com 16 mg

Avaliagdo tolerancia e
efeitos adversos +
avaliagdo
antropométrica +
Registro PA

32 gvaliagao
Apos 7 dias com 8 mg

Avaliagdo tolerancia e
efeitos adversos

62 avaliagao
Apds 8 sem com 16 mg

Avaliacdo final:
repeticao de todas as
avaliagdes e exames
basicos e especificos

12 Avaliacao / Avaliacéo inicial - screening

Os individuos convidados a participar do estudo foram informados sobre a
pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre esclarecido.

Inicialmente foram avaliados clinicamente de acordo com o descrito
previamente, e orientados a comparecerem no dia seguinte em jejum (8-10h)
para serem submetidos a coleta de sangue para realizacdo de testes

laboratoriais de rotina.
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22 Avaliacao— Confirmacdo dos critérios de inclusdo/excluséo e Randomizacéo

(dia 0)

Ap6s 7 dias da primeira avaliacao (sendo permitido 48h de desvio) os

individuos realizaram a segunda avaliagdo, na qual foram confirmados os
critérios de inclusao e verificados novamente os critérios de exclusao.

Para os individuos com SM confirmada e com possibilidade de permanecer no
estudo foram realizados:

- Tomografia computadorizada de abdémen e térax

- Registro de curvas de PA batimento a batimento para célculo das variaveis
hemodinamicas e de modulacdo autondmica (Finometer)

- Avaliagao neurol6gica completa, incluindo os Testes cognitivos

-Coleta de sangue para andlise de marcadores inflamatérios e do estresse
oxidativo.

- Monitorizacdo ambulatorial da Pressao Arterial - MAPA

Apés a realizacao desses passos, os participantes foram incluidos no estudo, e
receberam as embalagens da medicacdo de forma randomizada, isto é,
contendo droga ou placebo de acordo com sequéncia numérica previamente
gerada por computador. Dessa forma o primeiro participante recebeu a cartela
com o numero 1 e assim sucessivamente até o numero 60. Os pacientes e
pesquisadores permaneceram cegos quanto a alocacdo dos grupos placebo
/droga durante todo o periodo de estudo, e somente no final do protocolo foram
abertos os codigos de cada embalagem.

Os participantes receberam medicacédo para 4 semanas, e foram orientados a

tomar uma capsula ao dia, no mesmo horario todos os dias. Foram ainda
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instruidos para retornarem com as cartelas e as capsulas restantes na

avaliacao seguinte.

32 Avaliacao — Semana 1
Apés 7 dias da randomizacao (permitido 48h de desvio) os participantes

passaram pela 32 avaliacdo para verificar especialmente efeitos adversos da
droga (conforme riscos potenciais descritos posteriormente). Os individuos que
nao apresentassem efeitos adversos, que justifiqguem a interrupcao do estudo
(descritos posteriormente), foram orientados a continuar a tomar a medicacao
que foi dispensada na randomizacéo e retornar em 3 semanas com as cartelas

que continham a medicacao.

42 Avaliacao- Semana 4
Apds 4 semanas da randomizacado (permitido 48 h de desvio) os individuos

foram avaliados clinicamente, para verificar especialmente efeitos adversos da
droga, para registro de dados antropométricos (peso e circunferéncia
abdominal) e de registro das curvas de PA batimento a batimento. Foram
dispensadas mais 4 cartelas do medicamento (placebo ou droga ativa),
contendo a dose aumentada, ou seja, com duas cépsulas, que deveriam ser
ingeridas numa unica tomada/dia (total de 16 mg de Galantamina ou placebo).
Os participantes foram orientados a retornar em 4 semanas, e trazer as

cartelas usadas.

52 Avaliacao- Semana 8
Apds 8 semanas da randomizacado (permitido 48 h de desvio) os individuos

foram avaliados pela 52 vez, para verificar especialmente efeitos adversos da
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droga, para registro de dados antropométricos (peso e circunferéncia
abdominal) e de registro das curvas de PA batimento a batimento. Aqueles que
nao apresentaram efeitos adversos que justificassem a interrup¢do do estudo
(descritos no anexo 1) foram orientados a continuar a tomar a medicacao, na
mesma dosagem que o més anterior (total de 16 mg de Galantamina ou
placebo). Foram dispensadas mais 4 cartelas, com 2 cdpsulas de medicamento
para serem tomadas 1 x dia. Os pacientes foram entdo orientados para retornar
em 4 semanas em jejum para a avaliacdo final e para trazerem as cartelas da

medicagéo dispensada.

62 Avaliacao — Semana 12

Os individuos passaram pela 62 avaliacdo (avaliacdo final, T1) para para
verificar especialmente efeitos adversos da droga, para registro de dados
antropométricos (peso e circunferéncia abdominal) e de registro das curvas de
PA batimento a batimento.

Nessa visita todos os pacientes realizaram novamente:

- Tomografia computadorizada de abdome e térax;

- Avaliacao neurolégica completa, incluindo os Testes cognitivos;

- Coleta de sangue para analise bioquimica geral e de citocinas inflamatérias e
marcadores do estresse oxidativo;

- MAPA
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4.8 Analises estatisticas

Todas as variaveis foram analisadas descritivamente por meio de
medidas resumo (média e erro padrao). A comparacao de médias no inicio do
estudo entre os grupos (Galantamina e Placebo) foram realizados por meio do
teste t de Student para amostras independentes.

Na andlise das correlacdes entre duas variaveis, foi usado o estudo da
curva de regressao que melhor representasse o fendmeno estudado, sendo
representado o valor desta associacao pelo R, e a significancia pelo valor de p.

Para a avaliacdo do comportamento das médias das variaveis em dois
instantes de avaliacdo (TO vs T1) por grupo de tratamento (Galantamina vs
Placebo) utilizou-se a analise de variancias (ANOVA) com medidas repetidas
tendo como fator fixo o grupo. A ANOVA apresenta como um dos pressupostos
a normalidade nos dados o qual foi verificada utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo
normal, aplicou-se a transformacao logaritmica.

A associacao entre os atributos qualitativos (obtidos dos diarios
individuais sobre o uso da medicacao) e grupo foi verificada empregando-se o
teste de Qui-Quadrado.

Para os testes estatisticos considerou-se um nivel de significancia de
5%. As analises foram realizadas com o uso dos softwares estatisticos SPSS

20.0 e STATA 12.
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4.9 Financiamento

O projeto teve suporte financeiro da Fapesp (Processo:13/22250-9) e

do CNPq (Processo: n® 457581/2013-1).



5 RESULTADOS
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Os resultados deste estudo serdo apresentados segundo a sequéncia

dos objetivos propostos.

5.1 Selecao dos participantes e caracterizacao da amostra

No periodo de margo a junho de 2014 foi realizada a busca ativa de
potenciais participantes nos Ambulatérios de Risco Cardiovascular e Sindrome
Metabdlica da Universidade Nove de Julho. Nesse periodo 189 individuos
foram avaliados e 60 foram selecionados para o estudo, conforme esquema
abaixo.

Entre os 60 participantes a média das idades foi de 41,8 anos * 8,6
anos (mediana de 44 anos), sendo observada uma idade minima de 20 anos e
maxima de 58 anos. Quanto ao sexo, 30 eram do sexo masculino e 30
feminino, e no processo de randomizagdo, cada grupo (Galantamina e

Placebo) teve a distribuicao igualitaria 15/15 por sexo.
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Realizaram exames
complementares: MAPA,
finometer, coleta de sangue,
tomografia e nova avaliagao
antropométrica.

Potencialmente elegiveis
n=189

v

Excluidos

n=129
30 sem critérios para SM
36 HAS descompensada
33 com IMC 2> 39
15 ndo podiam
comparecer nos retornos
do estudo
09 eram diabéticos
03 gravidas
03 hipertireoidismo

Selecionados
(avaliacdo neuroldgica)
n=60

v

Randomizados

A

n=60

v

Grupo Galantamina

n=30

8 mg por 4 semanas

16 mg por 4 semanas

Reavaliagdes mensais:
efeitos do tratamento,
avaliacdo antropométrica,
finometer.

v

Grupo Placebo

n=30
16 mg por + 4 semanas
v
Avaliacdo Final: medidas
antropométricas, avaliacao

neurolégica, coleta de sangue,
tomografia, Finometer e
MAPA
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O conjunto de todos os componentes que preenchem os critérios de
SM de acordo com os critérios do APT Il esteve presente somente em 25%
dos pacientes. Os demais pacientes apresentaram 3 ou 4 componente da SM,
em combinacdes variadas.

De forma individual, a “circunferéncia abdominal (CA) aumentada” foi o
Unico componente que esteve presente nos 60 participantes (prevaléncia de
100%). O segundo fator mais prevalente foi “triglicerideos elevados”, presente
em 49 participantes (81.7%), seguido de “PA elevada” em 46 (76.7%), “HDL
baixo” em 38 (63.4%) e “glicemia elevada” em 37 (61.7%) dos participantes.

Nenhum participante apresentou efeito adverso ao uso da medicacéo,
e nenhuma alteragdo neuroldgica foi observada desde o inicio até o final do
estudo.

Estdo apresentadas na tabela 3A as caracteristicas descritivas das
variaveis idade, de gordura corporal, clinicas e metabdlicas e, na tabela 3B as
caracteristicas descritivas das medidas inflamatérias e do estresse oxidativo,

analisadas antes do tratamento, entre os grupos Galantamina e Placebo.
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Tabela 3A - Caracteristicas descritivas das variaveis demograficas, de
gordura corporal, clinicas e metabdlicas antes do tratamento
com Galantamina ou Placebo

Galantamina Placebo p
Idade (anos) 40,8 +1,6 427+14 0,398
IMC (Kg/m?) 34,7+0,6 33,7+0,6 0,344
CA (cm) 108,3+1,3 107,9+1,4 0,874
PAS (mmHg) 126,4 + 2,2 124,9 £2,0 0,624
PAD (mmHg) 81,2+1,4 79,5+1,4 0,507
FC (bpm) 72,1+1,6 70,5+1,7 0,452
LF (nu) 55,0 +2,7 48,3 3,1 0,118
HF (nu) 45,0 +2,8 51,1 +3,1 0,149
LF/HF 1,8 £0,1 1,4 £0,1 0,163
Glicose (mg/dl) 102,1 +1,9 100,1 £ 2,0 0,746
Triglicerideos (mg/dl) 178,2 + 15,2 169,8 + 13,1 0,820
Colesterol Total (mg/dl) 198,0+ 7,0 199,2 + 8,1 0,829
LDL-c (mg/dl) 124,6 + 6,8 125,8+ 7,1 0,820
HDL-c (mg/dl) 42,1 £13 42,3+1,5 0,903
Insulina (pg/ml) 175+15 19,1 + 3,5 0,805"
HOMA 43+0,3 3,8+ 0,3 0,627

IMC= indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; PAS= presséo arterial sistélica
PAD = pressao arterial diastélica; FC = Frequéncia cardiaca; LF = componente de baixa
frequéncia; HF = componente de alta frequéncia.

“Variaveis na escala logaritimca.

* p<0.05 no teste t

Os dados da tabela 3A demonstram que, referentes a idade, dados
antropométricos e medidas do metabolismo de glicose e lipideos ambos os
grupos foram semelhantes, indicando que o processo de randomizagao foi
efetivo.

Com relacdo aos marcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo
(Tabela 3B), todos, exceto a IL-1b e a sCD40L, foram semelhantes entre os
grupos. Esses dois marcadores foram significativamente maiores no grupo

Galantamina comparado ao grupo placebo.



Resultados 63

Tabela 3B - Caracteristicas descritivas dos biomarcadores inflamatorios e
medidas de estresse oxidativo antes do tratamento com
Galantamina ou Placebo

Galantamina Placebo p
TNFa (pg/ml) 12,9+0,9 12,9+0,8 0,995
IL-6 (pg/ml) 9,79+£0,3 10,1225 0,553
IL-1b (pg/ml) 10,3+1,4 3,7+ 0,4 0,038*
IL-10 (pg/ml) 7.4+26 38+ 0,3 0,147"
sCD40L (pg/ml) 5102,9 + 803,2 2323,6 + 557,8 0,003
Leptina (ng/ml) 33,3+0,0 32,5 +0,0 0,893
Adiponectina (ug/mil) 8,8 £0,0 8,9 £0,0 0,974
Proteinas (mg/ml) 40,9+1,2 39,9+1,2 0,694
Tbars (pmol/mg) 7,7+1.2 9,5+1,4 0,553
Nitritos (nit/mgprot) 0,3+£0,0 0,2x+0,0 0,280
Carbonilas (nmol/mg) 0,9+04 0,9+0,3 0,383
QL (cps/mg) 36000,4 + 3073,6 36331,3 £ 3303,4 0,460
SOD (USod/mgprot) 3,3+0,0 3,2+0,0 0,392
CAT (nmol/mg) 2,6 £0,5 2,6 +0,7 0,555

Tbars = substancias reativas ao acido tiobarbitirico (peroxidagdo lipidica); QL = SOD=
superoxido desmutase, CAT = catalase.
“Variaveis na escala logaritimca.

* p<0.05 no teste t

5.2 Correlacoes entre as variaveis antes do tratamento

Visando incrementar o perfil descritivo da populacdo estudada e
ampliar a compreensdao sobre a interagdo entre fatores no fendémeno
fisiopatoldgico da SM, foram feitas andlises de correlagao entre as variaveis de
estudo antes do tratamento (Ty). As associagdes significantes estéao
apresentadas nas figuras a seguir: as correlacoes entre os niveis de gordura
abdominal, avaliados por medida da CA ou tomografia, com fatores
relacionados ao estresse oxidativo e pressao arterial estdo apresentadas na

figura 6; as correlacbes entre parametros da modulagdo autonédmica com o
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biomarcador TNFa e os niveis de catalase estao apresentados na figura 7, e a
correlacdo entre marcadores do balango simpato-vagal com os niveis de

pressao arterial e de triglicerideos estao apresentados na figura 8.
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Figura 6- Correlagdes lineares significantes na populagdo em estudo antes do
tratamento (Ty). A e B: Correlacao positiva entre valore de CA com
niveis de gordura visceral e de Tbars respectivamente. C:
Correlacao positiva entre niveis de gordura visceral e PAS; D:
Correlacao negativa entre niveis de gordura visceral e de SOD
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Constata-se na figura 6 (Painel A) que houve correlagdo entre os niveis
de gordura abdominal visceral, avaliados por métodos distintos: medida da CA
e a tomografia computadorizada (R= 0,339 p =0,01). Esse dado demonstra que
a medida da CA é um bom parametro de medida dos niveis de gordura
visceral. Também houve correlacdo positiva entre os valores de CA com o0s
niveis do marcador de peroxidacao lipidica (Painel B, R= 0,269, p = 0,03), o
que denota que o EO é potencializado conforme aumentam os niveis de
gordura abdominal.

Na figura 7 observa-se que os valores de gordura visceral, medidos
pela tomografia, se correlacionaram de forma positiva com valores de PAS
medidos pela MAPA, demonstrando que quanto maior os niveis de gordura
visceral abdominal, maiores os valores de PAS (Painel C: R= 0,430, p = 0,01).
Além disso, houve correlacdo negativa entre a gordura visceral com 0s niveis

da enzima antioxidante SOD (Painel D: R=- 0.361, p = 0,02).
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Figura 7- Correlacoes lineares significantes na populacao em estudo antes do
tratamento (Ty). A e B: Correlacdo positiva entre valore de CA co
e de Tbars
Correlacao positiva entre niveis de gordura visceral e PAS; D:
Correlacao negativa entre niveis de gordura visceral e de SOD.

niveis de gordura visceral

respectivamente. C:

Ainda na figura 7 observa-se correlagcao significativa entre os parametros

da modulagdo autondmica e biomarcadores de inflamacdo e de estresse

oxidativo. Na figura 7 A e B observa-se, respectivamente, que os niveis e TNFa

diminuem

conforme

aumentam

valores

do

HFnu (modulacdo

parassimpatica) da variabilidade (R= - 0,258, p = 0,04), e 0 inverso ocorre em
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relacdo aos niveis da CAT (R= 0,281, p = 0,03). As correlagdes com o LFnu
(modulagdo simpdatica) da variabilidade mostram comportamento inverso ao
observado para o HFnu. Tais correlacbes demonstram que maior modulacéo
simpatica esta presente em perfis mais pré-inflamatérios e, que a
parassimpatica esta positivamente associada a um perfil antiinflamatério.

As correlacbes encontradas entre modulacdo autonbémica (relacao
LF/HF) (Figura 8) demonstraram correlacao positiva do predominio simpatico
da PAS (Painel A: R = 0,323, p = 0,01) e PAD (Painel B: R = 0,356, p = 0,00)
obtidos pela MAPA, com os niveis de triglicerideos (Painel C: R= 0,255, p=
0,05) e com a modulacado simpatica na variabilidade da PA (Painel D: R =

0,355, p = 0,00).
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Figura 8- Correlacdes lineares significantes na populacdo em estudo antes do
tratamento (Ty). A, B, C e D: Correlagbes positivas entre indices do
balanco simpato-vagal (LF/HF) e aos valores de PAS, PAD,
Triglicerideos (trig) e variabilidade da PA (SDPA) respectivamente.

5.3 Efeitos do Tratamento com Galantamina ou Placebo nos

parametros clinicos e metabdlicos

Nas tabela 4A e 4B estao apresentados os deltas dos valores médios

dos parametros clinicos e metabdlicos, comparando-se 0os momentos basal
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(TO) e ap6s 12 semanas de tratamento (T1), nos grupos que receberam

Galantamina ou Placebo.

Tabela 4A- Alteracoes nos valores basais de parametros antropométricos,
clinicos e metabdlicos entre os grupos Galantamina e Placebo
apos o tratamento

Galantamina Placebo p
Antropométricas
Peso (kg) -0,61 £0,4 -0,68+04 0,919
IMC (kg/m?) -0,24 + 0,0 -0,20 £ 0,0 0,902
CA (cm) -2,23+0,0 -1,37 £ 0,0 0,245
VFC
HF (nu) 9,37 £0,4 -455+0,4 <0,000
LF(nu) -9,37+£0,4 510+£0,5 <0,000
LF/HF -0,65+0,0 0,21 £0,0 <0,002
Metabdlicas
HDL (mg/dl) 0,51 £0,0 -0,37 £ 0,0 0,567
LDL (mg/dI) -11,4+0,9 -9,72+0,8 0,805
Colesterol Total (mg/dl) -13,56 £ 0,8 -11,56 £ 0,6 0,794
Triglicerideos (mg/dl) -19,15+£2,0 -10,96 £1,9 0,593
Glicose -6,63 £ 0,4 -1,07+£04 0,077
Insulina* -58+1,6 48+6,0 <0,013"
HOMA -1,5+04 2,3+1,0 <0,003
Hemodinamica
PAS (mmHg) 1,0+0,4 -1,47 +0,4 0,463
PAD(mmHg) -2,97 £0,3 -4,67 £0,3 0,551
PASMAPA (mmHg) -2,63+0,3 -3,83+0,2 0,613
PADMAPA (mmHg) -3,23+0,2 2,17 +£0,2 0,551
FC (bpm) 0,78+1,3 -0,95+1,6 0,876

“variaveis analisadas em escala logaritmica
Valores de significancia p< 0,05
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Na tabela 4B estdo apresentados os deltas dos valores médios dos
parametros inflamatérios e de estresse oxidativo, comparando-se os momentos
basal (TO) e ap6s 12 semanas de tratamento (T1), nos grupos que receberam

Galantamina ou Placebo.

Tabela 4B- Alteracdes nos valores basais em marcadores inflamatérios e
de estresse oxidativo entre os grupos Galantamina e Placebo
apos o tratamento

Galantamina Placebo p
Citocinas/Adipocinas
TNFa (pg/ml) 2,24 £0.1 0,26 £ 0.1 <0,037
IL6" (pg/ml) -3,56 £ 0,6 -0,99+2.2 <0,032
IL1B (pg/ml) -44+0,7 1,9%£0,7 0,112
IL10 (pg/ml) 0,90 +£0,8 -1,10+0,8 0,342
sCD40L" (pg/ml) -3346,9+ 917,5 2580,2 + 799,4 <0,001"
Adiponectina (pg/ml) 0,89 +£0.0 -1,81 £ 0,0 <0,000
Leptina (ng/ml) -7,65+0,4 437 +£0,2 <0,000
Estresse Oxidativo
Proteinas (mg/ml) -4,75 £ 3,0 -1,18 £ 41 0,443
Tbars" (pmol/mg) -1,25+1,3 1,39 £ 2,1 <0,006
Nitritos (nit/mgprot) -0,07+£0,0 0,06 £0,0 0,093
Carbonilas (nmol/mg) -0,11+£0,0 0,01 £0,0 0,333
QL" (cps/mg) -56 £312,3 3687 £ 381,7 0,863
SOD (USod/mgprot) 1,96 + 0,0 -0,28 £ 0,0 <0,002
CAT (nmol/mg) 1,13+0,0 0,32+£0,0 <0,009

“variaveis analisadas em escala logaritmica
Valores de significancia p< 0,05
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5.4 Efeitos do tratamento com Galantamina ou Placebo em

parametros da modulacao autonémica cardiovascular.

Os parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no
dominio da frequéncia, que se referem a modulacdao autonémica para o coracao
(Figura 09) demonstraram que o tratamento com Galantamina aumentou o valor
absoluto do componente normalizado de alta frequéncia (HF, Painel A),
relacionado ao ténus vagal, reduziu o valor absoluto do componente normalizado
de baixa frequéncia (LF, Painel B) relacionado ao ténus simpatico; desta forma,
ocorreu significativa melhora do balango simpato-vagal, que é expresso pela
relacao entre LF/HF (Painel C), que se caracteriza pela redugdo da modulacao

simpética e aumento da modulacao parassimpatica.
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Figura 9- Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia
nos grupos placebo e Galantamina antes (To) e apoés (T1) o
tratamento. A) componente de alta frequéncia normalizado (HFnu);
B) componente de baixa frequéncia normalizado (LFnu); C)
balanco simpatovagal (LF/HF).
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Quanto aos valores percentuais de HF e LH observou-se o mesmo
comportamento descrito para os valores normalizados (Figura 10 C e D), e nos
valores absolutos houve reducado no componente de baixa frequéncia, apenas

no grupo que recebeu Galantamina (Figura 10 A e B).
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Figura 10 - Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia nos
grupos Placebo e Galantamina antes (To) € ap6s (T1) o tratamento.
A) Valores absolutos do componente de alta frequéncia (HFabs); B)
valores absolutos do componente de baixa frequéncia (LFabs); C e
D) porcentagem Dodé componentes de alta (%HF) e baixa
frequéncia (%LF).

Quanto aos parametros da VFC no dominio do tempo, ndo houve
diferencas entre os grupos ou tempos (Tabela 5), apesar do aumento no valor
numérico no indice RMSSD, que apresenta correlagdo estabelecida na literatura

com os indices de HF no dominio da frequéncia.
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Tabela 5- Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo.

Galantamina Placebo
To T4 P To T4 p
SDNN 38,3 +34 329+20 | 0,122 | 39,0+3,6 39,8+2,5 0,122
RMSSD 290+28 30,8+24 | 0,752 | 36,1 +4,6 35,8+5,2 0,752

SDNN: desvio padrdo dos intervalos R-R normais; RMSSD: raiz quadrada da média dos
quadrados das diferencas entre intervalos RR consecutivos

De forma semelhante, nao foram observadas alteracées nos parametros
da variabilidade da pressdo arterial, nem no dominio do tempo, nem da
frequéncia. Tanto o valor médio da variabilidade total da PA, quanto o valor do
componente de baixa frequéncia, que indica a modulagdo simpatica para os
vasos, foram reduzidos no grupo Galantamina apés o tratamento (SDPA = 5,17
*+ 0,3 versus 4,83 £ 0,2 mmHg; LF% = 8,53 + 1,0 versus 6,34 = 0,7), mas nao
houve diferencas estatisticamente significantes com o grupo que recebeu

placebo.

5.5 Efeitos do tratamento com Galantamina e Placebo nos marcadores

inflamatorios

Importantes marcadores pro-inflamatérios apresentaram reducao
significante com o tratamento com Galantamina, quando comparados ao grupo
placebo. Foi o caso do TNFa (10,6 = 0,7 vs 13,1 £ 0,7 pg/ml, Figura 11), da IL6
(6,23 + 0,4 vs 9,13 + 0,4, Figura 12), do sCD40L (1756,1 + 456,4" vs 4903,8 +

806,0" pg/ml, Figura 13) e da Leptina (25,6 +0,0 vs 36,9 + 0,0 ng/ml, Figura 15).
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Figura 11- Niveis plasmaticos de TNFa antes (Ty) € ap6s (T+) o tratamento nos
grupos Galantamina e Placebo.
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Figura 12- Niveis plasmaticos de IL6 antes (To) e apds (T+) o tratamento nos
grupos Galantamina e Placebo.

No caso do marcador sCD40L o tratamento com Galantamina néo
apenas reduziu seus niveis em relagdo ao grupo placebo apéds término do
tratamento, como reverteu o quadro inflamatério mais acentuado desse grupo,

uma vez que seus valores estavam significativamente aumentados em relacéo
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ao placebo antes do tratamento. E em relacdo ao grupo placebo, houve
aumento significativo desse marcador apos o término do tratamento (Figura

13).
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Figura 13- Niveis plasmaticos de sCD40L nos girupos Galantamina e Placebo
antes (To) e ap6s (T4) o tratamento. - Variavel analisada em escala
logaritmica.

De forma semelhante ao sCD40L, os niveis da IL-1B encontravam-se
inicialmente mais elevados no grupo que recebeu Galantamina, e o tratamento
com essa droga reduziu os niveis dessa citocina pré-inflamatéria (10,3 £ 1,5 vs
5,9 £ 1,4 pg/ml), trazendo os valores préoximos ao do grupo placebo. (Figura

14).
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Figura 14- Niveis plasmaticos de IL1B nos grupos Galantamina e Placebo
antes (Ty) e apdés (T+) o tratamento.

Os valores séricos de IL-10, que apresenta efeitos antiinflamatérios,
nao sofreram alteracdes significativas em resposta ao uso de Galantamina ou
Placebo.

Quanto as adipocinas, os niveis plasmaticos de leptina reduziram
significativamente nos pacientes que receberam Galantamina quando
comparados os momentos Ty e Ty (33,3£0.05 vs 36,9+0,07 ng/ml, p<0.04,
Figura 15). De forma oposta, os niveis de leptina aumentaram
significativamente no segundo momento de avaliacdo no grupo Placebo
(32,5+0,05 vs 36,9+0,05 ng/ml, p<0,031) (Tabela 3). Os valores poés-

tratamento foram diferentes entre os grupos.
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Figura 15- Niveis plasmaticos de Leptina nos grupos Galantamina e Placebo
antes (To) e apds (T+) o tratamento.

Comportamento inverso ao observado para os niveis de leptina ocorreu
com os niveis de adiponectina nos dois grupos. Dessa forma, houve aumento
nos niveis de adiponectina entre os participantes que receberam Galantamina,
em relacdo ao tempo (pré= 8,8 £ 0,05 vs p6s= 9,7 = 0,07 ug/ml; p<0,002), e
quanto comparado ao grupo Placebo (Galantamina 9,7 + 0,07 vs Placebo 7,0 £

0,03 pg/ml; p<0,001). No grupo placebo houve o oposto (Figura 16).
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Figura 16- Valores plasmaticos de adiponectina nos grupos Galantamina e
Placebo antes (Ty) e apds (T+) o tratamento.
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5.6 Efeitos da Galantamina em parametros clinicos e metabdlicos

Nao foram observadas diferencas entre os grupos em relagédo ao IMC,
as medidas de consultério da PAS e PAD e aos valores de freqiiéncia cardiaca.
No entanto, houve diferencas significativas, em relagdo ao tempo de tratamento
(efeito tempo), nas variaveis CA e nos valores de PAS obtidos pela MAPA.
Assim, em ambos os grupos, os valores de CA e PAS foram reduzidos quando
comparados To e Ty (Tabela 6). Todavia esses valores ndo foram diferentes
entre os grupos. Em relacdo a PAD, medida pela MAPA, apenas entre os
participantes que receberam Galantamina houve reducdo apds o tratamento.
Novamente, a anadlise estatistica da interacdo grupo e tempo, ndo mostrou

diferengas significativas entre os grupos

Tabela 6- Parametros clinicos nos grupos Galantamina e Placebo antes e
apos o tratamento.

Galantamina Placebo

To T1 p To T1 P
CA (cm) 108,3+1,3 106,0+1,4 | <0,001 | 107,9+1,6  106,6+1,6 | <0,001
MAPAS 126,3+2,3 1237+21 | <0,008 | 125,0+1,7 121,9¢23 | 0,008
(mmHg)
MAPAD
(mmHg) 81,6+20 784+16 | 0012 | 795+t1,6  773+19 | 0,090

MAPAS = medida ambulatorial da presséo arterial sistélica
MAPAD = medida ambulatorial da pressao arterial diastélica

Quanto aos parametros metabdlicos relacionados a SM destacam-se
os relacionados a glicemia e resisténcia a insulina. O tratamento com
Galantamina resultou em redugéo nos niveis de insulina circulantes (23,9 + 2,0

vs 11,7 £ 1,6 pg/ml, Figura 17) e melhorou a resisténcia a insulina, aferida pelo
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indice HOMA (Figura 18), tanto em relacdo ao tempo, como na comparacao
entre grupos. Além disso, os niveis de glicose cairam no grupo Galantamina
guando comparados os niveis pré e pés tratamento (102,1 £ 1,9 vs 95,5+ 1,7

pg/ml; p=0,016)
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Figura 17- Niveis plasmaticos de Insulina nos grupos Galantamina e Placebo,

antes (To) e apds (T+) o tratamento.
" Andlises realizadas em escala logaritmica

10 - —+—Placebo
-m-Galantamina
o +
1
<
= 27
5 s
0 +vs Tg
' ' *vs T,
TO T1 # vs Placebo T,

Figura 18- Valores do indice HOMA nos grupos Galantamina e Placebo, antes
(To) e apds (T1) o tratamento.
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Nao foram detectadas alteracbes significativas entre os grupos nos
niveis plasmaticos de HDL e triglicerideos. No entanto, os niveis de colesterol
total e LDL-c cairam nos dois grupos, quando se comparam apenas os valores
pré e pos-tratamento.

Dessa forma, tivemos para os niveis de colesterol total no grupo
Galantamina Ty versus T4: 198,0 + 7,0 vs 186,0 + 7,4 mg/dl. No grupo Placebo:

199,2 + 8,2 vs 188,3 + 6,4 mg/dl. Mas, ndo houve diferenga entre 0s grupos.

5.7 Efeitos do tratamento com Galantamina em marcadores do

Estresse Oxidativo

O grupo que tomou Galantamina apresentou elevagao nos valores das
enzimas antioxidantes (Figura 19) SOD (To= 3,3%0,2 vs Ti= 4,2+0,3
USod/mgprot) e, CAT (To= 2,620,1 vs Ty = 3,7+0,1 mmol/mg) e reducdo
significativa nos niveis de lipoperoxidagdo, marcador de lesdo de membranas
plasmaticas decorrente das espécies reativas de oxigénio, medidos por meio da
dosagem das substancias reativas ao &acido tiobarbiturico (TBARS) (T =
7,7£1,1 versus T4= 5,7+£0,6 pmol/mg, Figura 19). Nao ocorreram alteracoes

significativas desses compostos no grupo Placebo.
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Figura 19- Valores de indicadores do Estresse Oxidativo. A) Valores
plasmaticos da lipoperoxidacao (Tbars); Niveis globulares de SOD

(B) e CAT (C) antes (Ty) e apods (T1) o tratamento.
andlises realizadas em escala logaritmica

Nao foram detectadas alteracbes significativas nas dosagens de

carbonilas e nos valores de quiluminescéncia, bem como nos valores de nitritos

e nitratos, em ambos os grupos estudados.
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5.8 Efeitos do tratamento com Galantamina na quantidade de gordura

visceral e subcutanea abdominal e epicardica

Em concordancia com a redugao nos valores da medida da CA, houve

reducao nos valores de gordura visceral abdominal e subcutanea em ambos os

grupos. No entanto, diferente da queda significativa que houve com os valores

da medida da CA, a queda nos valores da gordura subcutdnea e visceral,

medidos por tomografia, ndo foi estatisticamente significante.

Tabela 7- Niveis de gordura epicardica, visceral e subcutanea abdominal

antes e apés tratamento em ambos os grupos

Galantamina Placebo
Gordura
(o) To T, P To T, P
Epicardica 192,0+11,6 179,048,0 0,206 | 168,0+8,4 170,0+7,7 0,255
Visceral 168,3+10,4 163.4+11,1 0,132 | 163,0+11,3 160,1+11,5 0,480
Abdominal
Subcutanea | 350,4+20,8 345,0+22,6 0,081 | 379.2+223 369,1+22,4 0,396
Abdominal

5.9 Resultados do diario de uso da medicacao

Com base nas descricoes realizadas pelos participantes no diario de

uso da medicacao e nas declaracdes feitas pelos mesmos durante a anamnese,

em toda visita de avaliacdo desse estudo, foram tabulados todos os “efeitos”

relatados durante o protocolo. Tais “efeitos” ndo foram classificados como
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adversos por nao se configurarem em indesejaveis, desagradaveis e que

comprometessem a rotina dos participantes.

As frequéncias e razdo de chances desses efeitos sdo apresentadas na

tabela 8.

Tabela 8- Associacoes entre efeitos relatados durante o tratamento por

grupo
Grupos Razao de
- Total
Galantamina Placebo Chances do p
N % N % N % atributo
Melhora da 30 100,00 30 100,0% 60 100,0% 6,0 (1,5-24,3) 0.007
qualidade o sono ’
Nao 18 60,0% 27  90,0% 45 75,0%
Sim 12 40,0% 3 10,0% 15 25,0%
Melhora do 30 100,0% 30 100,0% 60 100,0% 29,0 (3,5-241,1)
funcionamento
intestinal <0,001
Nao 15  50,0% 29 96,7% 44 73,3%
Sim 15  50,0% 1 3,3% 16 26,7%
Fome reduzida 29 100,0% 30 100,0% 59 100,0% 8,4 (2,1 - 34) 0,001
Nao 15 51,7% 27  90,0% 42 71,2%
Sim 14 48,3% 3 10,0% 17 28,8%
Ansiedade 30 100,0% 30 100,0% 60 100,0%
reduzida 5,7 (1,7-18,9) 0,003
Nao 14 46,7% 25 83,3% 39 65,0%
Sim 16 53,3% 5 16,7% 21  35,0%

p — nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado.

Pode-se observar na Tabela 8, que o grupo que recebeu Galantamina

referiu melhora na qualidade do sono (p=0,007), funcionamento do intestino

(p<0,001), reducédo da fome (p=0,001) e da ansiedade (p=0,003). Dessa forma,

pode-se notar que, comparado ao grupo Placebo, o grupo que recebeu

Galantamina apresentou maior porcentagem de sono melhor (40,0% contra

10,0%), de funcionamento de intestino (50,0% contra 3,3%), de menos fome

(48,3% contra 10,0%)

e de menor ansiedade

(53,3% contra 16,7%).



6 DISCUSSAO
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Esse é o primeiro estudo clinico que usou um inibidor reversivel da
acetilcolinesterase, a Galantamina, em individuos com Sindrome Metabdlica. O
padréo seguro de uso desse medicamento, observado em diversos estudos com
portadores de disturbios cognitivos e demenciais, bem como os potenciais
efeitos antiinflamatérios e metabdlicos inferidos em estudos experimentais,
estimularam sua escolha para o tratamento dessa condicado clinica, que se
caracteriza pela presenca de inflamacéao de carater crénico e subclinico.

Como principais resultados destacamos que o tratamento com dose
submaxima de Galantamina, por um periodo de 12 semanas, foi eficiente em
aumentar a modulacao vagal e ocasionou redug¢do nos niveis de citocinas pré-
inflamatérias, como o TNF a e IL-6, bem como alterou de forma positiva a
relacao dos niveis leptina/adiponectina, e o estado redox. As mudancas desses
parametros foram acompanhadas de reducao dos niveis plasmaticos de insulina
e do indice HOMA, o que demonstra melhora no metabolismo da glicose. A
melhora foi tal que, se considerados os indices médios de RI, o tratamento com
Galantamina corrigiu totalmente os estado de resisténcia evidenciado antes do
tratamento.

A Galantamina € um inibidor competitivo dos sitios de ligacdo da
enzima acetilcolinesterase e em menor grau da butirilcolinesterase, de
administracdo por via oral, que e atua no SNC por atravessar a barreira
hematoencefélica (Loy, Schneider, 2006). E um medicamento amplamente
utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer, devido sua capacidade de
amplificagdo da acgéo colinérgica no SNC. Além da acao central, por penetrar a
barreira hematoencefalica, essa medicacdo apresenta ampla distribuicao

sistétmica minutos apds sua ingesta, podendo, dessa forma ter uma acao
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sistémica. Estudos farmacolégicos destacam que, a agdo competitiva inibitéria
da Galantamina se torna relevante em locais onde a biodisponibilidade de Ach é
menor, como € 0 caso de areas do SNC relacionadas a memaria e cognicdo em
doencas demenciais (Loy, Schneider, 2006).

Recentemente, demonstrou-se que algumas condi¢cdes clinicas
caracterizadas por disturbios metabdlicos cursam com maior atividade da
acetilcolinesterase, e consequentemente menor atividade da acetilcolina (Ach).
Como exemplo, ratos tornados diabéticos com estreptozocina apresentam
aumento da acao da acetilcolinesterase nas ilhotas de Langerhans pancreaticas
(Godfrey, Matschinsky, 1975); e em humanos no cortéx cerebral e no plasma
sanguineo (Sanchez-Chavez, Salceda 2001, 2000). Outros estudos clinicos e
modelos experimentais demonstraram ainda que a ag¢ao das colinesterases esta
aumentada em estados de RI (Abbott et al, 1993), diabetes (Schmatz et al, 2009;
Sreedhar et al, 2006; Hanshin et al, 2001), na coronariopatia (Dave, Katyare
2002; Alcantara et al 2002) e na SM (Alcantara et al 2005; Randell et al 2005;
Valle et al 2006; Das 2007).

Além de ser o principal neurotransmissor envolvido nas respostas
vagais, a Ach apresenta per se um potencial antiinflamatério capaz de inibir a
liberacdo de TNFa, tanto in vitro quanto in vivo (Borovikova et al, 2000) e,
aumenta a producdo da enzima Oxido-nitrito sintase endotelial (eNO) (Czura,
Friedman, Tracey, 2003; Blaise, Stewart, Guerard 1993; Andriantsitohaina,
Surprenant, 1992).

Além de inibir a acdo das colinesterases, a Galantamina aumenta os

efeitos da Ach nos receptores nicotinicos, funcionando como “modulador



Discussao 89

alostérico”. E esse é outro mecanismo de acdo que confere a droga a
capacidade de potencializar a transmissao colinérgica.

Sabe-se que os efeitos da Ach, relacionados aos aspectos
anteriormente citados, dependem da interagdo com o receptor do tipo a7nAch.
Esse receptor é encontrado tanto no SNC, onde esta envolvido com fungdes
cognitivas (Polanka, 2012), quanto em células do sistema imunolégico como
macréfagos e linfocitos T. Os principais terminais parassimpaticos vagais
inervam diversos 6rgaos do sistema hematopoiético (Polanka, 2012) como,
linfonodos, baco, timo e figado. A estimulacdo vagal leva a liberacao de do
neurotransmissor Ach que rapidamente interage com receptores a7nAch
(superficie de macrofagos e linfécitos T) culminando na reducao da producéao de
citocinas inflamatérias (Borivikova 200, Tracey 2009, Tracey 2005). Mas cabe
destacar que os elementos que compdem esse complexo circuito de integracao
do SN auténomo e Sl ainda estdo sendo definidos.

Em uma recente revisdo de Olofsson et al (2012) os autores destacam,
a partir do estudo detalhado das projecdes eferentes do nervo vago, inumeros
circuitos com agdo neuro-imunomodulatéria que podem compor a Via
Antiinflamatéria. Dentre esses circuitos destaca-se a inervacao vagal ao timo (e
as células imune), glandula adrenal, tecido adiposo abdominal e placas de Peyer
do intestino delgado. Em todos esses circuitos a estimulacdo vagal eferente
culmina em reducéo da resposta inflamatoéria.

Estudos recentes demonstram ainda que o nervo vago inerva o tecido
adiposo (Kreier et al, 2002). Ja se evidenciou que o tecido adiposo visceral
apresenta infiltracado de macrofagos proé-inflamatérios, e que de fato € um érgao

produtor de citocinas com atividade pré-inflamatéria. Apesar deste tecido nao ser
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descrito como alvo da via antiinflamatéria colinérgica, podemos fazer a hipotese
de que o tecido adiposo disfuncional pode ser modulado pelo aumento da
atividade vagal.

No presente estudo, ndo podemos discriminar o local de maior efeito
da Galantamina, se central ou sistémico. Entretanto, a droga foi eficiente em
aumentar a modulacdo vagal e interferir de forma positiva em marcadores
inflamatérios e citocinas que regulam o metabolismo da glicose, que sao
produzidos no tecido adiposo ou cuja liberacdo depende de estimulos originados
nesse tecido.

O excesso de acidos graxos livres circulantes, derivados do tecido
adiposo, e a liberacdo crbnica de citocinas e adipocinas com acao pro-
infamatoria, interferem diretamente no metabolismo de glicose e lipidico em
diversos tipos celulares, e aumentam de forma reflexa a atividade simpatica
sistémica. Ocorre, como consequéncia, aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio alterando o estado redox dos tecidos (incluindo, pancreas,
musculos, vasos sanguineos, rins, dentre outros), o que leva a producéo e
liberacdo mantidas dos biomarcadores inflamatorios. Todas essas alteracdes
podem explicar os quadros patolégicos relacionados a morbi-mortalidade

cardiovascular dos portadores de SM.

Galantamina e citocinas

Comparando-se nossos resultados com dados da literatura, podemos

afirmar que os participantes desse estudo, incluidos a partir do diagnéstico de

SM segundo os critérios do ATP-lll, apresentavam realmente um perfil pré-
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inflamatério no momento basal, em relacdo os valores de citocinas descritos
para adultos saudaveis.

Quando comparados os valores basais obtidos dos participantes desse
estudo com os resultados do estudo de Kim et al (2011) - no qual foi empregado
o mesmo método de dosagem de citocinas, em individuos adultos saudaveis -
observamos que os valores de TNFa, IL6, IL1B e sCD40L estavam todos
elevados, respectivamente, SM desse estudo vs normais : TNFa= 12,9451 vs

3,2 4,0 pg/ml; IL6=9,742.1 vs 2,9 £ 6,4 pg/ml; IL1 = 10,3+ 83 vs 3,7+ 2,5 n0

grupo Placebo vs 2.0 + 9.9 pg/ml; sCD40L= 5102,9 + 4474 no grupo

Galantamina e 2323.6 + 3107 no grupo Placebo vs 2205,8 + 4699,2 pg/ml).

Outros estudos apontam que o valor normal de TNFa em adultos com
menos de 65 anos, determinado pelo método ELISA, deva ser inferior a 10mg/dl
(Hilderman et al 2015; Arican et al 2005). Nossos dados corroboram com
inUmeras evidéncias da relacédo entre estados de RI, diabetes mellitus do tipo 2 e
elevados niveis de TNFa em individuos com obesidade visceral (Swaroop,
Rajarajeswari, Naidu 2012; Goyal et al, 2012; Mishima et al 2001). De forma
significativa, ha relacao entre aumento de TNFa e pior prognéstico para o
desenvolvido de DCV. Em importante estudo publicado por Ridker et al (2000),
foram acompanhados 272 pacientes durante 9 meses apdés infarto do miocardio.
No periodo, os valores plasmaticos de TNFa se mantiveram elevados no grupo
IAM quando comparados ao grupo controle (2,84 vs 2,57 pg/ml), e o risco de
infarto recorrente foi maior nos individuos que apresentavam valores dessa
citocina acima de 4,17 pg/ml.

Os niveis de TNFa apresentam intima relagdo com a producédo e

liberagcdo de IL6, IL1B e outras citocinas inflamatérias. Isso ocorre tanto nas
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células endoteliais e adipécitos, quanto em células do sistema imune, tendo
como conseqliéncia a ampliacdo da cascata inflamatéria por agdo autacrina,
paracrina e enddcrina, potencializando os prejuizos decorrentes desse processo
vicioso: alteracdo no metabolismo de glicose, lipidico, ativacdo simpatica e
alteragdes hemodinamicas (Volp et al, 2008).

Ha ainda relacao entre os niveis de TNF e o marcador soluvel sCD40L.
CD40L é um membro da familia TNF, ambas sao co-expressadas pelos
macréfagos, linfécitos T, plaquetas, células endoteliais e células musculares
lisas. A CD40L existe na forma soltuvel (sCD40L) e também como uma proteina
transmembrana. Niveis circulantes de sCD40L refletem a ativacdo do sistema
CD40/CD40L. Este sistema tem sido implicado na fisiopatologia da
aterosclerose, desde o0 processo de aterogénese precoce até o processo tardio
das complicacbes trombdticas (Francisco, Hernandez, Simo, 2006). Entre suas
funcdes, o sistema CD40/CD40L exerce diversos efeitos pro-inflamatorios e pré-
trombéticos, como: a) estimulagdo da producdo de radicais livres (ROS) nas
células endoteliais, os quais antagonizam a producéo de 6xido nitrico (ON); b)
inducao da expressao de moléculas de adesao (CAMs) nas células musculares
lisas e endoteliais; c) estimulacdo da expressao de citocinas pré-inflamatérias; d)
aumento da expressdo de metaloproteinases, tornando a placa aterosclerética
mais fragil; e) indugdo da expressdo do fator tissular no endotélio e células
musculares lisas, promovendo o aumento do potencial trombogénico da placa; e
f) participacdo na ativagdo plaquetaria. Nesse sentido, tem sido demonstrado
que a CD40 é expressa da superficie de plaquetas, e sua ligacao resulta

ativacao plaquetaria, a qual promove a formacéao do trombo (Volp 2008).
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Alguns estudos demonstram que os niveis de sCD40L estao
aumentados na SM (Natal et al, 2008, Angelico et al, 2006) e apresenta
associagao positiva com os valores de TNFa, e negativa com os niveis de
adiponectina (Restituto et al, 2010). Durante a inflamacdo TNFa e CD40L
mantém mutua influéncia: CD40L leva a producdao de TNF em varios tipos
celulares (Burger et al, 2004), enquanto o TNF aumenta a expressao de CD40 e
ativa suas vias de sinalizacao intracelular (Goth et al, 2004; Lu et al 2003). A
reducdo dos niveis desse marcador inflamatorio obtida com o uso de
Galantamina representa potencialmente um avangco na prevencédo de lesdes
vasculares relacionadas a DCVs.

Os niveis de IL6 entre os participantes do presente estudo estavam
mais elevados que o0s encontrados em pacientes em hemodiélise no estudo de
Hilderman et al (2015) (9,7 vs 7,9 mg/dl), superiores aos valores encontrados em
idosos saudaveis acima de 65 anos (2,5 pg/dl) (Kim et al, 2011) e, também
superiores aos 1,46 mg/dl encontrados em homens adultos aparentemente
saudaveis (Ridker et al, 2000).

Além de estar diretamente envolvida com o desenvolvimento da
hiperinsulinemia, Rl e SM, a IL6 € a principal citocina relacionada ao aumenta da
producéo e liberacdo da proteina C reativa (PCR). A PCR é uma proteina que
comumente se eleva na fase aguda de processos inflamatérios, (Abdellaoui, Al-
Khaffaf, 2007), mas também é uma proteina que apresenta discretas elevacoes
na sua concentracdo em processos inflamatorios crénicos (“doencas
subclinicas”) vasculares. Por ser facilmente dosada no soro humano e por
manter associacao com o desenvolvimento de manifestacdes clinicas da doenca

aterosclerética, a PCR é o biomarcador mais investigado, até o momento, no
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ambito da DCV. Niveis aumentados da PCR podem elevar o risco cardiovascular
em portadores de SM, por induzir a disfuncdo endotelial a ativar células imunes
de adeséao (Devaraj et al, 2010).

Porém, o papel deste fator como elemento da via reflexa anti-
inflamatéria e como marcador de resposta anti-inflamatéria é pouco reconhecido
e utilizado.

Os niveis da PCR nao foram avaliados nesse estudo, o que poderia ser
considerada uma limitacdo do trabalho. Todavia, optou-se aqui por manter a
linha investigatéria dos mesmos tipos de citocinas investigadas nos estudos
experimentais, que reconhecidamente participam da Via Antiinflamatoria
Colinérgica. O papel da PCR na complexa rede envolvida nos processos de
neuro-imunomodulacao devera ser investigada em futuros estudos.

A centralidade da andlise dos niveis de TNFa e IL6 decorre do fato de
serem apontadas como capazes de iniciar e manter a resposta inflamatéria em
disturbios metabdlicos e ainda, junto com a IL1B, sédo sinais capazes de acionar
o brago aferente do reflexo Antiinflamatério. Como h& evidéncias que
demonstram que a atividade vagal estd prejudicada em estados de R,
obesidade e SM, o tratamento com Galantamina mostrou-se capaz de
potencializar a acédo colinérgica, e consequentemente, modular a resposta
inflamatéria e reduzir os niveis desses importantes biomarcadores.

Deve-se destacar que em relacao aos niveis de IL1B, diversos estudos
destacam que em individuos saudaveis tal citocina ndo é sequer detectada
(Kleiner et al, 2013) e nossos resultados demonstraram seus valores elevados
entre os participantes. Esse resultado pode evidenciar o perfil patolégico e

vicioso de producédo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, que marcam a
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SM e que, o tratamento com Galantamina pode amenizar tal perfil com impactos
positivos no padrao metabdlico.

Estudos clinicos em portadores da doenga de Alzheimer (DA) que
usavam inibidores da acetilcolinesterase apresentam resultados controversos
com relagcdo ao efeito antiinflamatério desses farmacos, e a presenca de
reducao de marcadores inflamatérios vem sendo atribuida especialmente aos
efeitos anti-oxidantes periféricos (Tabet, 2006). No entanto, vem aumentando as
evidéncias dos efeitos moduladores sobre os niveis de citocinas pré-
inflamatérias desses farmacos. Como exemplo, em estudo clinico realizado com
21 pacientes portadores de DA, com idade medida de 74.5 anos, 0 uso do
inibidor de acetilcolinesterase Donepezil (droga considerada de terceira geragao
no tratamento da DA, como a Galantamina) resultou na reducao dos niveis das
citocinas TNFa, IL6 e IL1B, ap6s 30 dias de tratamento. Além disso, 0 uso de
Donepezil resultou na redugcdo da expressdo do RNAm, em cultura de células,

dessas citocinas (Reale et al, 2004).

Galantamina e metabolismo da glicose

No presente estudo, a estimulacdo colinérgica, por meio da
administracdo de Galantamina, repercutiu em melhoras importantes em
indicadores do metabolismo de glicose e na correcao do estado de Rl Em
recente estudo publicado por Ali et al (2015), os autores destacam que a
sinalizacao colinérgica no SNC esta implicada com a regulagédo da producao de
glicose hepatica via inervacdo vagal, e que a Ach facilta a liberacdo e

sinalizagdo intracelular da insulina, melhorando assim o metabolismo de glicose.
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No referido estudo, administrando Galantamina em doses progressivas em ratos
diabéticos durante 12 semanas, o autores observaram: redu¢ao nos niveis e da
atividade da enzima acetilcolinesterase no cérebro, figado e musculo
esquelético; reducao da ingestdao de comida pelos ratos e, consequente perda
de peso, correcao dos parametros relacionados a homeostase de glicose
(reducao dos niveis plasmaticos de glicose, reducao da Rl medida pelo indice
HOMA); aumento dos mecanismos de sinalizagdo intracelular da insulina e
consequente ativagdo e translocacao do GLUT 4 até a membrana celular; e
aumento da sinalizagdo da via Wnt/B-catenina (Ali et al, 2015).

No presente estudo confirmamos que as observacdes de melhora na
RI descritas em animais sao também evidentes em humanos, e acrescentamos
a demonstracao de reducao nos niveis de TNFa, IL-6, e leptina e aumento nos
niveis de adiponectina.

Como ja exposto, citocinas pré-inflamatérias e leptina podem levar a
RI, por agéo direta nas células, e de forma indireta, por estimularem a lip6lise do
tecido adiposo com aumento da liberacdo de acidos graos livres na circulacao. A
leptina ainda leva ao aumento do ténus simpatico (ativacdo reflexa) que pode
ampliar a lipélise e a inflamacéao (Patel et al, 2008).

A adiponectina por sua vez, tem efeitos antiinflamatérios e se associa
negativamente aos niveis de obesidade visceral e Rl. Adiponectina demonstra
capacidade de inibir a adesdo de monécitos ao endotélio vascular, a
transformacdo de macréfagos em foam cells e a expressao de moléculas de
adesao, suprimindo, inclusive, a expressao de TNFa induzida por essas células

(Fantuzzi, 2005; Goldstein, Scalia, 2004).
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Nossos dados corroboram ainda com os resultados do estudo
experimental de Satapathy et al (2011) realizado com camundongos obesos. Os
animais foram tratados com 4mg/kg/dia durante quatro semanas, e
apresentaram, ao final do tratamento reducao dos niveis de IL-6 e leptina, além
de aumento nos niveis de adiponectina, efeitos atribuidos a modulagao vagal da
inflamacgao. Apresentaram ainda, redugdo da Rl (medida pelo indice HOMA)
atribuida a melhora nos niveis de citocinas e adipocinas. Além desses efeitos, 0s
camundongos apresentaram reducdo do consumo alimentar, do peso e dos

niveis de gordura abdominal.

Galantamina, peso e gordura visceral

Diversos estudos vém demonstrando que a estimulacao vagal no SNC
leva a reducdo do consumo alimentar, e ao aumento da expressao de fatores
neurotroficos relacionados ao aumento do gasto energético (Blaszkiewicz,
Townsend, 2016). J& a estimulacdo vagal eferente (periférica) pode agir em
diferentes vias para aumentar o gasto energético (Blaszkiewicz, Townsend,
2016; Das 2007; Valle et al 2006; Alcantara et al 2005; Randell et al 2005; Kreier
et al, 2002).

Observacgdes clinicas de perda de peso associados com a estimulagao
por longo prazo do nervo vago, como um tratamento para a epilepsia (Abubakr,
Wambacq, 2008; Burneo et al, 2002) e depressao grave (Pardo et al, 2007)
destacam o vago como foco de intervencdo nos disturbios relacionados

metabolismo do tecido adiposo.
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No estudo de Satapathy et al (2011), os autores atribuiram
parcialmente a perda do peso dos animais que receberam Galantamina a
reducdo do ingesta alimentar, decorrente da ativacdo de vias colinérgicas
centrais. Os autores ainda destacaram evidéncias obtidas em modelos animais
que mostraram o papel chave de receptores nicotinicos para Ach do tipo a7
centrais modulando os mecanismos de regulagdo do apetite, dependentes da
melatonina (Jo, Wiedl, Role, 2005). Como a Galantamina também apresenta
acao modulatéria alostérica positiva sobre receptores nicotinicos (Albuquerque
et al, 2001) esse é um possivel mecanismo central que explicou a redugcéo do
apetite e perda de peso nos animais.

Em nosso estudo, esse racional pode ajudar a explicar a reducao da
fome relatada pelos participantes que receberam Galantamina. Entretanto, ndo
observamos reducao do peso corpéreo de forma significativa, apesar de ter sido
observado diminuigdo nos niveis de gordura visceral, aferidos tanto pela medida
da circunferéncia abdominal como pela quantificacao de gordura pala tomografia
de abddébmen. Isso evidencia outro resultado importante, que o efeito
antiinflamatério da Galantamina pode ser capaz de gerar melhoras metabdlicas
antes da perda do peso. Esse fator pode trazer repercussdes clinicas positivas,
conferindo redugdo do risco cardiovascular de forma muito precoce, antes
mesmo da diminuicdo dos niveis de gordura abdominal e visceral. Por outro
lado, infere-se que o processo inflamatério pode ser um fator “mantenedor’ do
excesso de peso.

Em estudo que avaliou especificamente a perda de peso em
portadores de DA, que usaram Galantamina por um longo periodo em dose de

16 e 24 mg, nao foram observadas associacoes significantes entre perda de
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peso € 0 uso da medicacdao (Droogsma et al, 2013). A perda de peso,
caracteristica desse disturbio demencial, foi atribuida a diversos outros fatores
como presenca de doencas associadas, a aceitagdo alimentar no
envelhecimento, ter ou nao cuidador domiciliar entre outros (Droogsma et al,
2013).

Nenhum estudo clinico realizado em portadores de DA quantificou
variagoes nos niveis de gordura visceral. Tais estudos tém foco nas melhoras da

funcao cognitiva e realizacao das atividades de a vida diaria.

Galantamina e marcadores de modulacdao autonémica

No presente estudo a avaliacdo da variabilidade da frequéncia (VFC)
foi usada como método de medida indireta da modulacéo vagal e de efeito da
droga (Galantamina).

A VFC é uma medida amplamente utilizada para avaliar o balanco
autondmico (modulacdo simpato-vagal) para o coragdo, mais especificamente,
no né-sinoatrial. Existem métodos bem estabelecidos e padronizados da VFC
nos dominios do tempo e da frequéncia. Ap6s a aquisicao das séries temporais
dos intervalos de pulso (IP), denominados de tacogramas, usa-se a analise
espectral para detectar a densidade de poténcia espectral total e a distribuicao
das poténcias em faixas, em funcéo das diferentes frequéncias que compdem o
sinal. Ja foram estabelecidas faixas de frequéncias de baixa frequéncia, onde
ha predominio do componente simpético (componente LF), e outra faixa de alta
frequéncia onde ha o predominio parassimpatico (componente HF). Essas

poténcias podem ser expressas em valores absolutos ou em unidades
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normalizadas, e essas medidas representam a contribuicdo relativa de cada
componente do SNA no total da variabilidade de um registro de sinal biol6gico.

A administragcdo de antagonistas de Ach ou vagotomia reduzem o
componente de alta frequéncia (HF), e a estimulacao elétrica do vago aumenta a
poténcia dessa faixa espectral, demonstrando dessa forma, que esse
componente reflete a acao vagal ao coracdo. O componente de baixa frequéncia
apresenta maior relacdo com a atividade simpatica, e a relacdo entre os
componentes de baixa e alta frequéncia (LF/HF) tem sido proposta e aceita
como o indice do balanco simpato-vagal da variabilidade cardiaca (Task Force of
the European Society of Cardiology, 1996).

A administracdo de Galantamina para portadores de SM do presente
estudo se mostrou efetiva para aumentar a modulagdo vagal, efeito ja
demonstrado em modelo experimental, como também para reduzir o
componente simpatico, melhorando o balangco simpato-vagal ao coragédo. As
medidas da VFC tém sido fortemente associadas a morbimortalidade por
diversas doencas cardiovasculares, bem como com as situagbes clinicas que
cursam com inflamacéao subclinica, como a SM (Herder et al 2016, Papaioannou,
Pneumatikos, Maglaveras 2013; Huston, Tracey 2011). Na verdade, a
hiperatividade simpatica e a menor modulagédo vagal sdo os perfis autonémicos
que caracterizam situagées de maior risco cardiovascular que, podem ser
detectadas facilmente pela andlise da VFC (Gerritsen et al, 2001). Além disso,
as mudancas nesses parametros podem indicar melhora frente as diversas
estratégias de tratamento.

A quantificacdo da modulacdo vagal para o coracdo pode sugerir ao

mesmo tempo um estado de ativacao vagal para o organismo (atividade vagal
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sistémica). Essa consideracao foi abordada pelo proprio proponente da Via
Antiinflamatéria Colinérgica em recente publicacdo (Huston, Tracey, 2011).
Nesse artigo, os autores afirmam que é possivel considerar que a reducao da
modulacdo vagal cardiaca pode ser um indicativo da perda da influéncia
inibitéria ténica do vago sobre respostas inflamatérias (atividade de células
imunes e liberacdo de citocinas), ou seja, uma disfuncdo que ndo ocorreria se
esse circuito neural, envolvido com imunomodulagéo, estivesse funcionante.

Por apresentar consideravel associacdo com a inflamacao, a VFC se
configura realmente numa importante ferramenta de investigagcdo da modulagao
vagal.

Por meio das analises de correlacdo, demonstramos na populacao de
portadores de SM, que, quanto maior a modulacao simpatica maior é o estado
inflamatério e o estresse oxidativo. De forma oposta, maior atividade vagal se
correlaciona com menores valores de biomarcadores de estrese oxidativo.

Li et al (2004) ao avaliarem a VFC de ratos com insuficiéncia cardiaca
demonstraram que a atividade simpatica é diretamente proporcional aos
marcadores inflamatérios, e inversamente proporcional a atividade vagal. O
estudo CARDIA verificou que uma relacao positiva entre niveis séricos de
mediadores pré-inflamatérios e atividade simpatica estd presente em humanos
jovens (Sloan et al, 2007). Corroborando com estes dados, Marsland et al (2007)
demonstraram em humanos que a melhora da VFC tem relagcéo inversa com as
citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6 e TNF-a, contudo ndo apresentou relagao
direta com a citocina anti-inflamatéria IL-10.

Assim, a melhora no padrao de modulacéo vagal cardiaca e a reducao

de citocinas pré-inflamatdrias verificada no presente estudo podem sugerir que
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ocorreu melhora de Via Antiinflamatéria Colinérgica. De forma interessante, nao
houve alteracdes significativas nos parametros cardiovasculares, pois nem FC,
nem PA foram alteradas.

Auséncia de alteracbes nos parametros de FC e PA também foi
encontrada em estudo que avaliou os efeitos da Galantamina na funcao cardiaca
de idosos com DA (lsik et al, 2010). Ja no estudo de Kroger et al (2012) sugere-
se que o uso de inibidores da acetilcolinesterase, dentre eles a Galantamina,
entre individuos com mais de 50 anos, possa causar eventos adversos
cardiacos como sincope e bloqueio atrioventricular. Os autores, no entanto, nao
diferenciam doses, uma vez que as maiores doses desses medicamentos estao
associadas a maiores chances de efeitos colaterais. O estudo também nao
caracteriza os participantes segundo doencas associadas e outros fatores de
risco. No presente estudo usamos uma dose de Galantamina menor que a
indicada na pratica clinica para portadores de Alzheimer. E possivel que o
incremento de dose tenha efeito maior no sistema cardiovascular.

Ademais, o0s beneficios da modulacdo vagal cardiovascular se
expressam na melhora de processos celulares que explicam diversas alteragdes
patologicas, como a inflamacao. Entretanto, sugerimos, que mesmo sub-doses
de Galantamina se associam a melhora nos parametros de VFC para coracéo, o
que pode representar melhora na modulagao vagal também em outros 6rgaos e
territdérios.

Assim, a melhora no padréao inflamatério e metabdlico, mediado por

meio da acao colinérgica vagal, pode ser dose e tempo dependentes.
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Galantamina e reducéao do Risco Cardiovascular

Considerando o potencial da acéao antiinflamatéria sobre a mortalidade
cardiovascular, Lin et al (2016) avaliaram a associacao entre o uso de inibidores
da acetilcolinesterase e o risco de acidente vascular encefélico em pacientes
com deméncia. Foram avaliados 10.634 pacientes dos quais 5.182 fizeram uso
de inibidores da acetilcolinesterase e 5.182 nao fizeram uso. Foi realizado
controle rigoroso de fatores de confusdo; mas o peso ndo estava entre as
variaveis analisadas. O desfecho primario foi ocorréncia de acidente vascular
encefalico isquémico (AVE-I) durante o periodo de avaliacao, e o secundario foi
mortalidade por todas as causas. A incidéncia de ACE-I foi significativamente
menor nos usuarios dos inibidores da acetilcolinesterase, e o risco de ACE-I
consequentemente também foi menor. Os resultados foram atribuidos ao
potencial antiinflamatério (reducdo das citocinas inflamatérias) e antioxidante
desses medicamentos. Nao houve diferencas na mortalidade por causas gerais.
Os autores explicam que, possivelmente isso ocorreu porque nao foram
excluidos pacientes com alto risco geral de mortalidade (Lin et al, 2016).

A associacdo entre inibidores da acetilcolinesterase incluindo,
Donepezil, Rivastigmina e Galantamina, com mortalidade por sindrome
coronariana aguda (SCA) foi avaliada em 9075 portadores de DA, seguidos
durante um periodo de 10 anos, e demonstrou que o uso desses medicamentos
reduziu significativamente a incidéncia de SCA e outras causas de mortalidade
cardiovascular. A conclusdo do estudo foi que o tratamento com inibidores da
acetilcolinesterse podem reduzir os riscos de SCA nos portadores de deméncia

devido, sugerindo como mecanismos, melhora na funcdo endotelial, por acédo
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antioxidante direta e por reducao dos niveis de citocinas inflamatérias liberadas
por macrofagos e outras células do sistema imunolégico (Wun et al, 2015).

Em estudo similar realizado na Suécia com 7073 portadores de DA,
com idade media de 79 anos, o uso de inibidores da acetilcolinesterase foi
associado a redugao de 38% no risco de infarto do miocéardio (IM), 36% de morte
por todas as causas e, com reducao de 26% na mortalidade por DCV. Ainda, o
risco de IM e morte foi menor entre os usuarios que faziam uso das maiores
doses de medicacao: donepezil 10 mg, rivastigmine .6 mg, galantamine 24 mg
(Nordstrom et al, 2013).

Pode-se dizer que ha ainda controvérsias a respeito da dose ideal dos
inibidores da acetilcolinesterse, pois apesar do estudo e Nordstrom et al (2013) e
de Wun et al (2015) demonstrarem que as maiores doses foram a associadas a
menores riscos de incidéncia de SCA e IM, respectivamente, outros estudos
demonstram que efeitos adversos negativos gastrintestinais como nauseas,
vbmitos e intolerdncia gastrica, que levam a suspensdao do uso desses
medicamentos, estdo associados as maiores doses (Birks, 2006; McGleenon,
Dynan, Passmore, 1999).

Certamente a inflamacdo na doenca de Alzheimer apresenta
caracteristicas distintas em relacdo as inflamacbes de carater cronico e
subclinico como o da SM, no entanto h& diversas similaridades referentes as
comorbidades cardiovasculares relacionadas ao estado inflamatério. Além disso,
a linha de discussdo desses estudos também foca o papel da Via
Antiinflamatéria Colinérgica, evidenciando assim que a estimulacdo dessa via €
promissor no manejo das condi¢cdes patoldgicas marcadas pela inflamacao

cronica.
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7.1 Consideracoes Finais

Os resultados desse estudo demonstram que o uso de Galantamina
em portadores de SM apresenta-se como potencial estratégia adjuvante para
seu tratamento. Pode-se afirmar que a Galantamina apresenta perfil seguro de
uso, vistos os efeitos positivos relatados pelos participantes e pela auséncia de
efeitos adversos.

Os resultados demonstram que nossas hipéteses foram comprovadas
parcialmente. Podemos ainda considerar que houve estimulacdo colinérgica
vagal, verificada pelo aumento do componente da alta freqiéncia e queda no
componente de baixa frequéncia da VFC.

A estimulagéo colinérgica foi capaz de modular o perfil inflamatério com
melhora consequente no padrdo metabdlico, especialmente da glicose. Ainda,
tais efeitos foram independentes da perda de peso ou redugdo nos niveis de
gordura visceral.

Além disso, a estimulacdo colinérgica pode ocasionar melhoras em
parametros que nem sempre sado considerados no tratamento dos portadores da
SM, como o estado de bem estar, ansiedade, fome, entre outros, que podem

contribuir com o0 sucesso no manejo dessa patologia.
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Anexo 1

Critérios de Seguranca dos participantes
Os procedimentos de estudo somente tiveram inicio depois da obtencao do
consentimento verbal e escrito dos pacientes participantes.
As seguintes informacdes serdo fornecidas para os individuos convidados a
participar:
v" Afinalidade do estudo
v' As caracteristicas que qualificam a elegibilidade dos individuos para
participacdo no estudo
v Uma descricdo direta de qualquer ou todos os beneficios para os
individuo
v" Nome do investigador(es) e local da pesquisa

v" Nome e numero telefénico para contato e informagdes.

Os pacientes foram informados quanto aos potenciais riscos do uso do

medicamento Galantamina.

a) Risco associado ao uso de galantamina: todos os estudos com humanos
envolvendo farmacos carregam risco potencial para o paciente; no entanto, a
vantagem de usar galantamina é que a mesma tem aprovacao da FDA e os
dados sobre sua seguranga em humanos estao disponiveis, pois a galantamina
€ amplamente usada no tratamento da Doenga de Alzheimer. No entanto, ndo
foi usada em pacientes com SM. Como consequiéncia, o uso da galantamina é
de carater experimental neste estudo. As reagdes adversas a droga sao
geralmente de natureza minima, como listadas no sitio do manufaturador,
incluindo: nausea, vémitos, anorexia, diarréia e perda de peso.

Além disso, informagdes de seguranca sao citadas pelo fabricante (Janssen
pharmaceutical:  http//axert360.  com/omn360razadyne/about-razadyne-e--
rasadyne-er-dosing.html; acessado em junho de 2012)
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b) Interagbes com outras medicagdes:

Anestesia: inibidores da colinesterase, como a galantamina, podem
potencializar os efeitos de bloqueio neuromuscular por agentes do tipo
succinilcolina ou similares durante anestesia.

Eventos cardiovasculares: em funcdo de sua acgdo farmacoldgica, os
inibidores da colinesterase possuem efeitos vagotdnicos sobre o0s nodos
sinoatrial e atrioventricular, levando a bradicardia e bloqueio atrioventricular.
Tais acdes podem ser particularmente importantes em pacientes com
desordem de condugdo supraventricular ou em pacientes em uso concomitante
de drogas que diminuem significativamente a frequéncia cardiaca. Em ensaios
clinicos, a galantamina HBr esteve associada a relatos mais freqlentes de
bradicardia e sincope do que com placebo.

Gastrointestinais: inibidores da colinesterase podem aumentar a secrecao de
acido gastrico. Os pacientes devem sem monitorados de perto quanto a
sintomas de sangramento gastrointestinal, em especial os pacientes com risco
aumentado de Ulcera péptica, e.g., pacientes com histéria doenca ulcerosa ou
paciente em uso concomitante de drogas antiinflamatérias nao-esteroides.
Geniturinario: inibidores da colinesterase podem causar obstrucdo do
esvaziamento vesical.

Neuroldgicos: inibidores da colinesterase podem ter potencial como causa de
convulsées generalizadas. Em ensaios clinicos, ndo houve nenhum aumento
na incidéncia de convulsées com o uso de galantamina HBr, quando
comparada ao placebo.

Pulmonares: inibidores da colinesterase devem ser prescritos com cuidado
para pacientes com histéria de asma ou doenca pulmonar obstrutiva cronica.
Morte em individuos com déficit cognitivo leve (MCI): em estudos
controlados com individuos idosos com MCI, 13 individuos em uso de
RAZADYNE m.r. (n=1026) e 1 individuo com placebo (n=1022) morreram de
causas diversas. Cerca de metade das mortes em individuos com RAZADYNE
m.r. pareceram resultar de vérias causas vasculares (infarto do miocardio, AVC
e morte subita). RAZADYNE e RAZADYNE ER n&o estdo indicadas para o

tratamento de déficit cognitivo leve (MCI).
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Pacientes com disturbio hepatico ou renal: em pacientes com funcao
hepatica ou renal moderadamente comprometidas, a titulacdo da droga deve
ser calculada com precaucdo. O uso de RAZADYNE ou RAZADYNE ER
(REMINYL ER) em pacientes com alteragdes hepaticas ou renais severas (Cl
cr<9mL/min) ndo é recomendado.

Para outros efeitos colaterais incomuns e raros, deve-secontactar o
fabricante pelo web site (http://www.drugs.com/pro/razadyne.html) ou a

referéncia médica para prescrigées (www.pdr.net).

Riscos psicoldgicos: uma vez que o estudo envolve placebo, alguns dos
individuos serao privados do potencial beneficio da droga. O efeito psicoldgico
ao final do estudo sera abordado. No entanto, ndo ha nenhuma outra
recomendacao pela FDA e terapia farmacoldgica suficientemente comprovada
para o tratamento da SM como um todo. Uma vez que ambos 0s grupos nao
serdo privados de tal beneficio, antecipamos que os efeitos psicolégicos nao

serédo significativos.

Todos os participantes no estudo foram monitorados pelo investigador principal
e investigadores envolvidos no trabalho. Os pacientes foram acompanhados
conforme as etapas descritas anteriormente. A cada Visita (contato) foram
avaliados eventos adversos, uso concomitante de medicagdes e aderéncia a
medicacdo em estudo. Eventos adversos menores, tais como nauseas,
vbmitos, diarréia, etc., foram registrados e devidamente tratados
sintomaticamente. Nenhum participante a apresentou efeito adverso

desagradavel.
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Anexo2

Capacidade de Memorizacao

Pede-se que o participante memorize algumas palavras e repita-as, mais tarde,
as que se lembra. As palavras ndo devem guardar nenhuma relagdo umas com

as outras.

Exemplo: memorizar as palavras olho, abacaxi e carro, certificando-se de que o
paciente memorizou as palavras. Proceder com algum exame ou acéo (o que
decorre algum tempo) e pedir para que repita as palavras memorizadas. 1

ponto para cada palavra lembrada corretamente. Pontuagédo de 0 a 3.
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Anexo 3
Flexibilidade Mental

Ligar niumeros e letras espalhados numa folha de papel: a) um traco ligando o
namero 1 ao numero 2, 0 2 ao 3, e assim por diante; b) um trago ligando o
namero 1 a letra A, depois um traco ligando a letra A ao numero 2 e assim por
diante.
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Anexo 4

Capacidade de concentracao

Manter a capacidade de concentracao em determinado aspecto.

Nomes de cores com palavras diferentes das cores designadas:

AZUL AMARELO VERDE

AZUL AMARELO VERMELHO

VERDE VERMELHO AMARELO

VERMELHO AMARELO AZUL

AMARELO VERMELHO VERDE

AZUL AMARELO VERDE

(Teste STROOP, versao Victoria, adaptado para o portugués).
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Anexo 5 — MMS (MINI-MENTAL STATUS EXAMINATION)

(Folsteinetalli, 1975) Mini-Exame do Estado Mental

Nome Idade Escolaridade

ORIENTACAO TEMPORAL errado certo

Dia do més

Més

Ano

Dia da semana

Hora

ORIENTACAO ESPACIAL

local especifico

local genérico

bairro ou rua préxima

Cidade

Estado

MEMORIA IMEDIATA

Vaso

Carro

Tijolo

ATENCAO E CALCULO

Numero de respostas corretas

MEMORIA DE EVOCACAO

Vaso

Carro

Tijolo

LINGUAGEM

Nomeacéao — relégio

Caneta

Repetir “Nem aqui, nem ali, nem 13”.

Comando “Pegue o papel com a mao direita

Dobre ao meio

E coloque no chao

Ler e executar “Feche os olhos”

Escrever uma frase

Copiar o desenho

Data: escore total:
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Escreva uma frase:

Copiar o desenho
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Anexo 6

Teste do Relégio

Comando: Pedir ao paciente para fazer um reldgio, fazendo um circulo e colocandoos
nameros na posi¢cao correta, sem olhar no reldgio dele, assim que terminar pegapara colocar
os ponteiros marcando 10 minutos para as 2 horas.

Tempo: Nao tem tempo determinado

Avalia: Percepcao visual, praxia de construgao, disfuncdo do hemisfério direito comnegligéncia
a esquerda, relogio muito pequeno indica falta de planejamento e ndmerosem lugares

inadequados indicam déficit executivo.

ESPACO PARA O DESENHO

TABELA CORRECAO ANEXADA NO VERSO DA FOLHA
PONTUACAO OBTIDA:
PONTOS CRITERIOS DE CORREGAO

SUNDERLAND: J AM GERIATR SOC 1989, 37: 725-729

De 1 a 5 pontos — Desenhos do relégio, ponteiros e nimeros inexistentes ou incorretos.

1. Nao houve iniciativa de desenho. Desenho n&o interpretavel.

2. Desenho indica que a solicitagdo de desenho foi de certa formacompreendida, vaga
representacao.

3. Distor¢ado na numeragédo. Faltam ndmeros ou estes estédo fora dorelégio. Ndo existe conexao
entre nimeros e relégio. Auséncia deponteiros.

4. Aglomeracao dos nimeros em uma regiao, Interpretacdo errada dasolicitagao de desenho
dos ponteiros ( desenho de “face digital”,indicar as horas colocando circulos nos nimeros etc).
5. Numeracgéo “ao contrario” hora errada.

De 6 a 10 pontos — Desenhos do relégio, ponteiros € nimeros corretos, com poucadistorgcao
até tarefa plenamente correta

6. Posicao dos ponteiros desconectada do reldgio.

7. Ponteiros alterados porém compreensiveis, hora errada mas nameroscorretos.

8. Pequenos erros na posi¢do dos ponteiros.

9. Pequenos erros no tamanho e posi¢cdo dos ponteiros.

10. Tarefa realizada plenamente correta.
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Anexo 7

Descricao da técnica de aquisicao de imagens por Tomografia
Computadorizada

Gordura visceral abdominal:

As imagens utilizadas para a medida da gordura visceral foram adquiridas
através tomografia computadorizada mutidetector (TCMD) sem contraste.

Imagens axiais foram realizadas durante pausa inspiratéria, no espaco
intervertebral entre a quarta e quinta vértebras lombares (L4-L5), visualmente
determinada com base nesta primeira imagem. Os parametros de aquisicao
utilizados sao: voltagem do tubo de 120 kV e corrente do tubo de 200 mA com
colimacdo dos detectores de 64 por 0,5 mm e reconstrucdo com cortes
tomograficos de 10 mm de espessura, seguindo modelos previamente
descritos e aceitos na literatura. A localizagdo dessas imagens coincide com a
topografia da cicatriz umbilical e é muito préxima da localizagdo onde é
realizada a medida da circunferéncia abdominal.

A quantificacdo da adiposidade nas imagens adquiridas foi feita através da
medida da é&rea de gordura (cm2) contida em diferentes compartimentos
abdominais. As imagens obtidas nas topografias descritas foram interpretadas
através de software de edicao de imagens (Aquarius System, TeraRecon, Inc,
Foster City, California)

Uma vez que a cavidade abdominal é preenchida por diversas estruturas e
orgaos, e muitas vezes a gordura nao pode ser separada visualmente dessas,
foi necessaria edicao das imagens para isolamento da gordura. A atenuacéo da
gordura, padronizada por estudos anteriores, esta entre -190 e -30 unidades
Hounsfield. Sendo assim, o perimetro do compartimento abdominal em estudo
foi manualmente delimitado e o software mensurou exclusivamente a area das

estruturas incluidas nessa faixa de atenuagéao atribuida a gordura.
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As medidas de adiposidade realizadas na topografia de L4-L5 foram as areas
de gordura do compartimento intra-abdominal e subcutanea. Para a medida da
gordura do compartimento intra-abdominal (GVA) foi delimitado o perimetro da

face interna da musculatura abdominal, excluindo a coluna vertebral.

A medida da gordura no compartimento subcutaneo foi definida da seguinte
maneira: Inicialmente foi medida a area de gordura do compartimento intra-
abdominal somado a musculatura abdominal e a coluna vertebral, definindo o
limite desse compartimento como a face externa da musculatura abdominal,
excluindo da medida apenas o tecido subcuténeo e a pele. O segundo passo
foi a medida da area total de gordura na topografia L4-L5. A gordura abdominal
subcutanea foi definida pela subtracdo das areas de gordura total pela area das
demais estruturas encontradas nessa topografia.

Gordura epicardica/pericardica:

O calculo das gorduras epicéardica/pericardica foi feito utilizando a aquisicao
para o escore de calcio, sem nenhuma radiacdo adicional, utilizando
parametros de selecdo e calculos semelhantes aos da gordura visceral
abdominal. A gordura epicardica é aquela encontrada entre o miocardio e o
pericardio visceral. A gordura pericardica € aquela encontrada externamente ao

folheto parietal do pericardio.

A quantificacdo da adiposidade nas imagens adquiridas foi feita através da
medida da area de gordura (cm?) contida em diferentes compartimentos da
gordura pericardica (epicardica/pericardica). As imagens obtidas nas
topografias descritas foram interpretadas através de software de edicao de
imagens (Aquarius System, TeraRecon, Inc, Foster City, Califrnia)

Uma vez que a cavidade toracica é preenchida por diversas estruturas, foi
necessaria edicdo das imagens para isolamento da gordura. A atenuacao da
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gordura foi padronizada entre -190 e -30 unidades Hounsfield. Sendo assim, o
perimetro do compartimento toracico em estudo foi manualmente delimitado e
o software mensurava exclusivamente a area das estruturas incluidas nessa
faixa de atenuacéao atribuida a gordura, encontrando um valor total de gordura
epicardica e pericardica somadas. Posteriormente, foi feita a selecdo manual
da gordura epicardica e entdo através de calculo de subtracdo com a gordura

epicardica/pericardica total, se encontrava o valor da gordura pericardica.
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