UNINOVE
ooo oo

Universidade Nove de Julho

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA

KEYLA YUKARI KATAYAMA

Efeito do anticolinesterasico Galantamina em parametros
metabdlicos, inflamatérios e de envelhecimento, em portadores

de Sindrome Metabdlica.

SAO PAULO, SP

2017



KEYLA YUKARI KATAYAMA

Efeito do anticolinesterasico Galantamina em parametros
metabodlicos, inflamatorios e de envelhecimento, em portadores

de Sindrome Metabdlica.

Dissertagcdo apresentada a Universidade
Nove de Julho para obtencao do titulo de

Mestre em Medicina.

Orientadora: Prof2 Dr2 Fernanda

Marciano Consolim Colombo.

Co-orientadora: Prof2 Dr2 Rosa Maria

Affonso Moysés

SAO PAULO, SP

2017



Dedico este trabalho aos meus pais que
incansavelmente trabalharam para que
eu pudesse ter as melhores condi¢des
na minha formacédo profissional e

pessoal.






Sao Paulo, 22 de fevereiro de 2017.

TERMO DE APROVACAQ

Aluno (a): KEYLA YUKARI KATAYAMA

Titulo da Dissertacio: EFEITO DO ANTICOLINESTERASICO GALANTAMINA EM PARAMETROS
METABOLICOS, INFLAMATORIOS E DE ENVELHECIMENTO EM PORTADORES DE SINDROME
METABOLICA

Presidente: PROFA. DRA. FERNANDA MARCIANO CONSOLIM COLOMBO Cotatbs

Membro: PROFA. DRA, LISETE COMPAGNO MICHELINI %‘//‘73\7"‘&’ "éjp S

Membro: PROFA. DRA. MARIA APARECIDA DALBONI WM ﬂ/ G A @ﬁ//ﬂ,\_ :
g A /



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida e por todas as bénc¢éos que recebo
diariamente. Agradeco a forca que adquiro por meio da fé e por todos os passos
gue vou trilhando nessa jornada da vida.

Agradeco a minha familia, mae Elisa M. Y. Katayama, pai Eduardo M.
Katayama e irmao Alan M. Katayama que sempre lutaram para me ver feliz e para
que eu pudesse realizar meus sonhos. As minhas tias Julia K. Iwamoto, Rosa
Katayama e Reico Yamaguti, por todo carinho e cuidado de mée. Agradeco meu tio
Hiromi lwamoto por todo esfor¢o e ajuda dedicado a mim.

A meu namorado e melhor amigo Sheann J. R. Palmas, que tem me dado
todo seu apoio, suporte e carinho nessa nova etapa da vida, além da compreensao
e paciéncia da minha auséncia nesse periodo.

Agradeco a minha orientadora professora Dr2 Fernanda M. Consolim
Colombo que tanto admiro, obrigada por me ensinar com tanta dedicacéo,
paciéncia e atencéo. A professora Dr2 Rosa Moysés, pelas reunides, conselhos e
por toda ajuda na analise e desenvolvimento do meu trabalho. Ao professor Dr.
Cleber P. Camacho pela paciéncia e ajuda nas diversas reunides no decorrer do
ano sobre andlises estatisticas e outras contribuicdes. A professora Dr2 Maria
Aparecida Dalboni, que me ajudou muito na bancada e andlises das amostras da
pesquisa.

A Carine Sangaleti, que foi a minha base para entrar no mestrado, obrigada
pelo suporte e todo ensinamento. A todos 0s meus professores que com seus dons
de ensinamento puderam participar desse imenso conhecimento que adquiri ao
longo dessa pés-graduacéao.

A universidade Nove de Julho - UNINOVE, que me acolheu e me deu todo
apoio para que eu pudesse finalizar o mestrado. A CAPES que me auxiliou com a
bolsa PROSUP. Ao Instituto do Coracdo — Incor que apoiou 0 projeto e me deu
oportunidade de aprender e trabalhar em diferentes equipamentos e técnicas. A
FAPESP e ao CNPq pelo suporte financeiro no projeto do nosso laboratério.

Aos meus colegas de pesquisa que agora sdo meus amigos, obrigada por

todo companheirismo.



“Cada pessoa deve trabalhar para o seu
aperfeicoamento e, ao mesmo tempo,
participar da responsabilidade coletiva por
toda a humanidade. Nada na vida deve ser
temido, somente compreendido. Agora é
hora de compreender mais para temer

menos. ”

(Marie Curie)



SUMARIO

1.

INTRODUGAD ..ottt 16
1.2 Modulacao do sistema nervoso autbnomo: estimulacéo colinérgica....... 20

1.3 Osteocalcina: a proteina do 0sso e sua fungdo na regulagdo do metabolismo

(2T =T 0= 1o o O SPRPPR 25
1.4 O biomarcador de envelhecimento — O gene e a proteina Klotho .......... 27
1.5 O ligante soluvel do receptor de membrana CD40 — (sCD40L)............... 30
2. OBUIETIVOS ..ttt e e e et e e e e e e aeee 32
N RO o =11V o I =T - | PRPPR 32
2.1 Objetivos ESPECITICOS ... .uuiiii e 32
3. MATERIAIS E METODOS......cciiiiieiiienieieieenesieteiee et snenenens 33
3.1. Delineamento do €StUAO .........ccooeviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 33
3.2 Andlises especificas do presente projeto..........cccceevveeeeviviiiiiiiiiieeeeeeeeennns 35
3.3 ANAlISE EStALISTICA .....oeeeeiieieie et 35
4. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e aa e aeees 37
5. DISCUSSAD .....oiiiiiiiieieieieieieieete ettt s et s e enenens 48
6. CONCLUSAO. ... cuiiiiieieieteieieieiete ettt 60
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiviieeeeceeeeeee e, 61
8. ANE X O S . e 77
ANEXO L oo r e 77
ANEXO 2 e et eaa e aee 92

ANEXO 3 93



Lista de Figuras

FIGURA 1. Reflexo anti-inflamatOrio COlINErgiCo. .........oooouuveeieeiniiiiieiee i 19
FIGURA 2. Esquema que demonstra a molécula de Osteocalcina..................... 23

FIGURA 3A. Correlacdgo do IMC com Leptina antes do tratamento

FIGURA 3B. Correlagédo do IMC com indice HOMA antes do tratamento (To)....36
FIGURA 3C. Correlagdo da CA com indice HOMA antes do tratamento (To)......37

FIGURA 4A. Correlacdo entre valores de Osteocalcina descarboxilada e

componente LF da VFC antes do tratamento (To).........eeveereeeereeeirieeeennaneiinnnniennns 37

FIGURA 4B. Correlagdo entre valores de Osteocalcina descarboxilada e
componente HF da VFC antes do tratamento (T0).....cccvevvveeeeeeririiiiiiiiiiivieee, 37

FIGURA 4C. Correlacdo entre valores de Osteocalcina descarboxilada e relacéo

LF/HF da VFC antes do tratamento (T0). . .eeeee e eeeeeeeeiniiiiisiiiiiiiiireeeeeeeeeeae e 38

FIGURA 5A. Correlagéo entre Klotho e LDL antes do tratamento (To)................ 38
FIGURA 5B. Correlagéo entre Klotho e OCc antes do tratamento (To)............... 38
FIGURA 5C. Correlacédo entre Klotho e OCd antes do tratamento (To) .............. 39

FIGURA 6. Niveis plasméaticos de sCD40L nos grupos Galantamina e Placebo

antes (To) € apis (T1) O tratamMENTO..........uuurruirriiiiiieieeeeeee e e ee e eee e eeees 42

FIGURA 7. Valores dos niveis de Osteocalcina descarboxilada nos grupos

Galantamina e Placebo, antes (To) € ap0s o tratamento (T1) .....cooovvviiiivvvnnnnnne. 42

FIGURA 8A. Correlacdo entre AAdiponectina e valor do componente ALF da



FIGURA 9B. Correlagao entre AAdiponectina e ASCD40L...........cccceeeeeeevevvennnnns 44

FIGURA 9C. Correlacao entre Alnsulina e ASCD40L.............cccooiveiiiiiiiiieecceeennnn, 44
FIGURA 9D. Correlagdo entre AHOMA € AsCD40L...........ccoeeiieiiiiiiiiine e, 44
FIGURA 9E. Correlacéo entre AKlotho € ASCDA4O0L.............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 44
FIGURA 10 A. Correlacéo entre ALeptina e AHOMA ..., 45
FIGURA 10B. Correlagéo entre ALeptina e Alnsulina.............ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 45

FIGURA 10C. Correlagao entre ALeptina e AAdiponectina.............cccceevvvvvinnnnens 45



Lista de Tabelas

TABELA 1. Principais classificacfes da Sindrome Metabdlica......................... 18

TABELA 2. Varidveis demogréficas, clinicas, metabdlicas e de biomarcadores antes

do tratamento (To) dos grupos Galantamina e o Placebo.......................... 35

TABELA 3. Valores demogréficos, hemodinamicos e metabdlicos no momento pré

(To) e pOs tratamento (T1) dos grupos Galantamina e Placebo..................... 40
TABELA 4. CorrelagBes de Pearson (r) para os valores pré tratamento (To)....... 90

TABELA 5. Correlacfes de Spearman (rs) para os valores de A..........cccceeeenn.... 91



Lista de Abreviaturas e Siglas

CA — Circunferéncia abdominal

Ca - Célcio

CD40 — Receptor CD40

DCV - Doencas cardiovasculares

DM — Diabetes Mellitus

EGIR — Grupo Europeu de estudo sobre resisténcia a insulina
ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EROs — Espécies reativas de oxigénio

FC — Frequéncia cardiaca

FGF — Fator de crescimento fibroblastico

GLA — Acido gama carboxiglutamico

HAS — Hipertenséao arterial sistémica

HbAlc — Hemoglobina glicada

HF — Componente da VFC de alta frequéncia

HOMA — modelo de avaliagdo da homeostase, do inglés Homeostasis Assessment
Model

IDF — Federacéao Internacional de Diabetes
IAM — Infarto agudo do miocardio

IMC — indice de massa corporal

LF — Componente da VFC de baixa frequéncia

NCEP: ATP Ill — National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel
1]

OB — Osteoblasto
OC - Osteocalcina

OCc - Osteocalcina carboxilada



OCd - Osteocalcina descarboxilada
OMS - Organizagédo Mundial de Saude
PA — Presséo Arterial

PAS — Presséo Arterial Sistolica

PAD — Pressao Arterial Diastolica

RCQ — Relagéao cintura / quadril

Rl — Resisténcia a Insulina

RPM — Repeticdo por minuto

sCD40L - Ligante solavel CD40

SM - Sindrome Metabdlica

SNA — Sistema Nervoso Autdbnomo
SNC - Sistema Nervoso Central

SNS - Sistema Nervoso Simpético
TNF — fator de necrose tumoral

TNFR — Receptor do fator de necrose tumoral

VFC — Variabilidade da Frequéncia Cardiaca



RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) é definida como o agrupamento de fatores de
risco que alteram a homeostase, tendo como mecanismo unificador, 0 processo
inflamatorio. A fisiopatologia da SM ainda nédo é totalmente conhecida, mas os
fatores que estéo relacionados ao acumulo de gordura visceral e a resisténcia a
Insulina (RI), sé@o caracteristicos dessa condi¢cdo. A Osteocalcina (OC) tem sido
alvo de estudos por ter um papel importante no metabolismo da glicose.
Recentemente foi verificado que o tratamento com a Galantamina, modulou o
sistema simpato-vagal, além disso, diminuiu os niveis de insulina circulantes e
melhorou a RI, aferida pelo indice HOMA. Nosso objetivo foi verificar o efeito desse
tratamento sobre marcadores metabdlicos, inflamatérios, e de envelhecimento.
Verificamos que a administracdo de Galantamina aumentou 0s niveis de
osteocalcina descarboxilada (OCd) no grupo tratado (9,61+6,79 vs 11,33%7,37
pg/mL) e a mesma foi correlacionada com a melhora do balango simpato-vagal
(R2=0,075 p=0,036), o tratamento também foi capaz de diminuir os niveis do
sCD40L no grupo tratado (5102,92+4474,54 vs 1756,06+2542,07 pg/mL), diminuiu
0s niveis de Leptina (33,34+23,1 vs 25,69+18,13ng/mL) e demonstrou um aumento
da Adiponectina (8,88+2,1 vs 9,77+2,64 pg/mL). Demonstramos correlacao positiva
do klotho com os niveis de OCd (R2=0,100 p=0,049). Em conjunto, esses
dados demonstram que o0 aumento da estimulacdo colinérgica melhora o
perfil metabdlico, inflamatoério e energético em pacientes com SM. Futuros estudos
sd0 necessarios para elucidar o impacto dessas alteracdes no desenvolvimento
das doencas cardiovasculares e consolidar a estimulacdo colinérgica

como potencial alvo terapéutico na SM.

Palavras Chave: Sindrome Metabdlica; Anticolinesterasico Galantamina; Klotho;
Osteocalcina descarboxilada; sCD40L;



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is defined as the grouping of risk factors that alter
homeostasis, having as a unifying mechanism the inflammatory process. The
pathophysiology of MS is not yet fully understood, but the factors that are related to
the accumulation of visceral fat and Insulin resistance (IR) are characteristic of this
condition. Osteocalcin (OC) has been studied because it plays an important role in
glucose metabolism. It has recently been found that treatment with Galantamine
modulated the sympatho-vagal system, in addition, decreased circulating insulin
levels and improved to IR, as measured by the HOMA index. Our objective was to
verify the effect of this treatment on metabolic, inflammatory, and aging markers.
We found that administration of Galantamine increased undercarboxylated
osteocalcin (OCd) levels in the treated group (9.61 + 6.79 vs. 11.33 = 7.37 pg/mL)
and correlated with improvement in the sympatho-vagal balance (R2= 0.075 p=
0.036), the treatment was also able to decrease sCD40L levels in the treated group
(5102.92 £ 4474.54 vs 1756.06 £ 2542.07 pg/mL), decreased levels of Leptin (33.34
+ 23.1 vs 25.69 + 18.13 ng/mL) and showed an increase in Adiponectin (8.88 + 2.1
vs 9.77 + 2.64 ug/mL). We demonstrated a positive correlation of klotho with OCd
levels (R?=0.100 p= 0.049). Taken together, these data demonstrate that increased
cholinergic stimulation improves the metabolic, inflammatory and energetic profile
in MS patients. Future studies are needed to elucidate the impact of these changes
on the development of cardiovascular diseases and to consolidate cholinergic

stimulation as a potential therapeutic target in MS.

Keywords: Metabolic Syndrome; Anticholinesterase Galantamine; Kilotho;

Undercarboxylated osteocalcin; sCD40L;
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas cardiovasculares e Sindrome Metabdlica

Ano apdés ano, as doencas cardiovasculares (DCV) vém se destacando
como principal causa de morbimortalidade mundial (American Heart Association,
2011).

No Brasil, as DCV séo responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes
em individuos acima de 30 anos (Mansur e cols, 2012). O énus econémico das
DCV cresceu exponencialmente nas Uultimas décadas. Em 2000, foram
responsaveis pela principal alocacéo de recursos publicos em hospitalizacées.
Entre 1991 e 2000, os custos hospitalares atribuidos as DCV aumentaram cerca
de 176% (Castro e cols, 2004, Diretrizes brasileiras sobre dislipidemias e Diretriz
de prevencao de aterosclerose, 2001).

Dados mostram que, aproximadamente, dois milhdes de pessoas foram
acometidas por eventos cardiovasculares no ano de 2004, os custos anuais
totais chegaram a pelo menos 30,8 bilhdes (Azambuja e cols, 2008). Segundo
o Ministério da Saude, ocorreram 962.931 mortes em individuos com mais de 30
anos no ano 2009. As doencas isquémicas do coracao foram responsaveis por
95.449 mortes e as doencas cerebrovasculares por 97.860 mortes. As causas
cardiovasculares atribuiveis a aterosclerose foram responsaveis por 193.309
mortes, as neoplasias por 166.036 mortes, as causas respiratorias responderam
por 106.927 mortes, as causas externas por 77.503, as doencas do aparelho
digestivo por 53.754 mortes e as do aparelho geniturinario por 21.527 mortes
(Mansur e cols, 2012).

Foi estimado em 36 milhdes o nimero de mortes prematuras até o ano de
2015. Com especial atencéo aos paises em desenvolvimento, que, ao contrario
dos desenvolvidos, tém sua populacdo doente cada vez mais jovem,
frequentemente com complicacbes e mortes precoces (Moreira e cols, 2010;
OMS, 2005).

Ainda, no Brasil, ocorrem cerca de 720 paradas cardiacas por dia e 300
mil casos ao longo do ano, conforme dados da Sociedade de Cardiologia do
Estado de Sao Paulo (SOCESP).
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Reconhece-se que a base fisiopatolégica das DCV esta relacionada a
complexa interacdo de um conjunto de disfun¢cdes em mecanismos de regulacao
de fun¢des metabdlicas e hemodinamicas, que culminam com a lesdo vascular.

De fato, a Sindrome Metabdlica (SM) vem ganhando destaque, pois
retrata justamente essa interacdo de anormalidades metabdlicas e
hemodindmicas que elevam o risco de DCV, especialmente em individuos que
apresentam obesidade (Ando e Fujita, 2009; Eckel e cols, 2005; Reilly e 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 e cols, 2003), uma vez
que a associacdo de riscos cardiovasculares, tipicos desta anormalidade,
excede o risco da presenca de seus componentes de forma isolada (Ando e
Fujita, 2009; Isomaa, 2001; Malik, 2004;).

Um dos principais avangos conceituais no entendimento da patogénese
da doenca cardiovascular associados a idade, tem sido a percepcdo de que o
estresse oxidativo relacionado a idade pode promover a inflamacédo vascular,
mesmo na auséncia de fatores de risco tradicionais associados com a
aterogénese (Csiszar e cols, 2008).

Diversos estudos (Ford e cols, 2002; Hildrum e cols, 2007;) tém
demonstrado que a prevaléncia da SM aumenta com a idade, reforcando a
importancia do seu diagnéstico devido ao elevado risco de desenvolvimento de
DCV.

O conceito de SM demorou a ser estabelecido por retratar um conjunto de
complexas interacées. Ha mais de 250 anos atras, J.B. Morgagni descreveu uma
associacao entre a obesidade visceral, hipertenséo, gota e apneia obstrutiva do
sono (Enzi e cols, 2003). Ele usou apenas suas habilidades e uma faca para
disseccéo anatdbmica para fornecer as primeiras observac¢des sobre um conjunto
de fatores de risco cardiovasculares, mas foi na década de 20 que foi descrita
pela primeira vez a relacdo entre DCV e a presenca simultdnea alteracdes
metabdlicas (Eckel, 2005).

Primeiro, dois médicos de Viena, Karl Hitzenberger, e Martin Richter-
Quittner fizeram observaces clinicas durante a | Guerra Mundial que levaram a

dois artigos sobre fatores metabolicos, hipertenséo, diabetes e doenca vascular.
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Em seguida, Eskil Kylin, um médico sueco, descreveu uma associacao entre a
hipertensao, hiperglicemia, obesidade e hiperuricemia. Por fim, William Preble,
um meédico de Boston, fez observacdes em 1000 pacientes que o levaram a
concluir que albumindria era comum nos pacientes com sobrepeso e eram mais
propensos a morrer de diabetes, doenca cardiaca, outras doencas circulatérias
e doenca renal. Ele também observou que a perda de peso reduziu a pressao
arterial (PA) e albumindria. A resisténcia a insulina (RI) foi considerada como um
fator de risco para diabetes na década de 1930. Em 1940 e 1950, Jean Vague,
um meédico francés, descreveu uma forte relacéo entre a distribuicdo de gordura
andréide e diabetes tipo 2, aterosclerose e gota. No final da década de 60, foi
descrito a presenca simultanea de obesidade, dislipidemia, diabetes e
hipertensédo. Albrink e Meigs descreveram relacdes entre obesidade (dobras
cutaneas), dislipidemia e disglicemia. Além disso, Avogaro e Crepaldi descreveu
a associacao entre hiperlipidemia, obesidade, hipertensdo, diabetes e doenca
arterial coronariana, que chamaram a sindrome plurimetabdlica (apud Lopes e
cols, 2016).

Contudo, foi no final da década de 70 que o termo “Sindrome Metabdlica”
foi utilizado pela primeira vez para descrever a presenca simultdnea destes
quatro componentes (Alexander e cols, 2003).

No final dos anos 80 e inicio dos anos 90, observacfes adicionais
importantes foram descritas. Reaven descreveu a “Sindrome X’ e chamou a
atencdo para a Rl como uma caracteristica central que liga diabetes e
intolerdncia a glicose, triglicerideos elevados e reduzidos niveis de HDL-
colesterol e hipertenséo arterial (Reaven, 1988). Kaplan, em seguida, subtraiu
0os baixos niveis de HDL colesterol dos fatores descritos por Reaven e
acrescentou a obesidade abdominal aos fatores que descreviam essa sindrome
e a renomeou de “Sindrome do Quarteto Mortal” (hipertenséo, resisténcia a
insulina, elevados indices plasmaticos de triglicerideos e a obesidade
abdominal) (Kaplan, 1989).

Em 1991, Ferrannini e cols afirmaram que a causa da presenca
simultanea destes componentes era o0 estado de RI e, por isso concluiram que o
nome mais apropriado desta anormalidade metabdlica era “Sindrome da

Resisténcia a Insulina” (Ferrannini e cols 1991).
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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 e cols, 1994).

Em 1998 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) foi a primeira
organizacao a fornecer uma definicdo unificada da SM (Tabela 1) e novamente
houve destaque para investigagdo da RI, com diabetes ou intolerancia a glicose
como principal caracteristica clinica. Sdo entdo, classificados com SM os
individuos que tivessem, pelo menos, duas outras caracteristicas clinicas,
incluindo hipertensao, hipertrigliceridemia, baixo HDL, obesidade ou elevada
relagdo cintura quadril (RCQ) ou microalbumindria (Alberti e Zimmet, 1998).

Em 1999, O Grupo Europeu para o Estudo da RI propds que trés dos cinco
critérios clinicos sdo suficientes para definir a SM, incluindo a Rl e dois ou mais
de obesidade central, triglicerideos elevados ou HDL baixo, hipertenséo arterial
e glicemia de jejum =26.1 mmol / L (=110 mg/dl) (Balkau e Charles, 1999) (Tabela
1).

Em 2001, o National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment
Panel lll (NCEP: ATP Ill) lancou a definigdo 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: obesidade
central: circunferéncia da cintura > 102 cm (homens) > 88 cm (mulheres); HDL
colesterol < 40 mg/dl (homens) < 50 mg/dl (mulheres); Glicose sanguinea: = 100
mg/dl; Pressao Arterial: 2 130x85 mmHg; Triglicerideos: = 150 mg/dl; (Tabela 1).

Devido as inumeras incertezas do papel central da RI como Unico e
principal mecanismo patogénico envolvido na SM, a definicdo do NCEP ATP lII,
diferente da OMS, nao exigiu métodos laboratoriais de comprovacao da RI. Este
€ um dos fatores que favoreceram seu uso cotidiano na prética clinica e a
realizacdo de estudos epidemiolégicos (Oda, 2008).

A Federacéo Internacional de Diabetes (IDF) (Tabela 1), adotou a medida
de circunferéncia abdominal (CA) definido de acordo com valores de etnias
especificas, como uma condicéo indispensavel para o diagnéstico da SM (Alberti
e cols, 2005).
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Tabela 1. Principais classificacdes da Sindrome Metabodlica.

WHO 1998 EGIR 1999 ATP 1Il (2001/4) IDF 2005
Resisténcia a TGD, GJA, DT2; Insulina plasméatica @ - -
Insulina (RI) RI > percentil 75+ 2 .
fatores abaixo 3 das 5 abaixo
+ 2 fatores
abaixo
IMC ou RCQ >0,90 CA 294cm CA>102cm CA aumentada em
distribuicdo da (homens) (homens) ou (homens) ou pop. especifica + 2
gordura corporal 280cm (mulheres) >88cm fatores abaixo
>0,85
(mulheres)
(mulheres) ou
IMC >30
Lipideos TG 2150mg/dL TG 2150mg/dL TG 2150mg/dL TG 2150mg/dL ou
HDL <35 HDL <39 HDL <40 Trat.
(homens) ou <39 (homens) ou <50 HDL <40 (homens)
(mulheres) (mulheres) ou <50 (mulheres)
ou em Trat.
Glicose TGD, GTA, DT2 TGD ou GJA 2110mg/dL 2110mg/dL ou DM
Presséo arterial =2140/290 2140/290 ou THAS =2130/285 2130/285 ou THAS
Outro Proteinuria
>20mg/min;

RAC >30 mg/g

OMS: Organizacdo Mundial de Salde; EGIR: grupo Europeu de estudo sobre a resisténcia a
insulina; IDF: Federacéo Internacional de Diabetes TGD: tolerancia a glicose diminuida; GJA:
Glicemia de jejum alterada; DT2: diabetes tipo 2; RI: Resisténcia a insulina; RCQ: relacédo
cintura/quadril; TG: triglicerideos; RAC: relagdo albumina/creatinina; CA: circunferéncia
abdominal; THAS: em tratamento da hipertensdo; DM: Diabetes Mellitus; Trat: tratamento
farmacolégico; Modificado de Lopes HF et al. 2016

A fisiopatologia da SM ainda néo é totalmente conhecida, mas os fatores
genéticos e ambientais (vida moderna com sedentarismo, consumo calérico
excessivo, estresse), que estdo diretamente relacionados ao acumulo de
gordura visceral e a RI, sdo caracteristicos dessa condicao clinica.

Atualmente, acredita-se que a inflamacdo e o aumento da atividade
simpética, estdo no cerne desta condicdo patoldgica. Essas alteracdes
aparecem praticamente juntas, o que dificulta a determinacdo de qual

mecanismo inicia essa cascata (Schlaich e cols, 2015).

1.2 Modulagéo do sistema nervoso autbnomo: estimulacéo colinérgica

O sistema nervoso autbnomo (SNA) é um importante marcador de
prognostico cardiovascular e esta associado ao desenvolvimento e progressao

da doenca cardiovascular. Atualmente sdo bem estabelecidos os efeitos da
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estimulacdo simpatica sobre a resposta imune e inflamacéo (Kaye e cols, 1995;
Kishi, 2012; Osborn e Kuroki, 2012; Florea e Cohn, 2014). A adrenalina
(secretada pela medula adrenal) e a noradrenalina (secretada pelos axonios de
terminais simpaticos e pela medula adrenal) modulam a liberacdo de citocinas,
e assim a resposta inflamatdria por meio de receptores a e B adrenérgicos nas
células imunes (Haské e Szabo, 1998). Além disso, a estimulagdo simpatica
descompensada mantém ou aumenta o estado inflamatério, uma vez que ha
acumulada evidéncia que os tecidos linféides sdo amplamente inervados por
terminais simpaticos (Felten e cols, 1987; Pongratz e Straub, 2014).

Em contrapartida, descobriu-se recentemente que a estimulacao
parassimpatica vagal também pode modular a resposta inflamatoria e, suprimir
a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias, controlar ou mesmo inibir a inflamacéo
(Figura 1) (Tracey, 2002; Tracey, 2007).

Cérebro

Receptor M1 estimulado por
agentes colinérgicos cerebrais

Nicleo motor dorsal

Patégenos
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Figura 1. Reflexo anti-inflamatério colinérgico.
(Adaptado de Tracey KJ, The JCI, 2007).

No reflexo inflamatério, o vago € o elemento mais importante no braco
eferente. O sistema imunoldgico, vinculado ao sistema nervoso central (SNC),
funcionaria como um “sexto sentido”, capaz de detectar a invasao microbiana e
outras substancias inflamatorias, de retransmitir estas informagdes ao cérebro,

e de desencadear respostas que irdo interferir no processo inicial (Blalock, 2005).
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Mediadores inflamatorios (citocinas) produzidos em tecidos periféricos
“notificam” o SNC da presenca de inflamacéo no organismo, por acao direta em
areas centrais ou por estimulacdo de aferéncias do nervo vago; nas areas
centrais ocorre a integracdo dos sinais e desencadeamento da resposta
inflamatoria global, incluindo a ativacdo da via eferente do parassimpatico,
mediado em especial, pelo nervo vago; o nervo vago, cujo neurotransmissor €
acetilcolina (via colinérgica) inerva varios componentes ou 0rgéos do sistema
imunologico (sistema reticulo endotelial), como linfonodos, figado e baco; a
ativacdo do vago leva a reducdo da producéo de citocinas pelo baco de forma
significativa, e como consequéncia uma reduc¢do intensa da resposta inflamatéria
(em modelos de inflamacédo séptica e asséptica) (Tracey, 2002; Tracey, 2007;
Rocha, 2013).

Estudos sobre essa nova funcéo da via parassimpatica, que é mediada
pelo nervo vago, é conhecida como “Via Anti-inflamatoria Colinérgica” (Pavlov e
cols, 2003). O conceito sobre essa via, também chamada em alguns estudos
como “reflexo anti-inflamatério colinérgico”, teve inicio nos anos 2000, quando
Tracey e cols, investigaram os efeitos supressivos de uma droga, denominada
CNI-1493, sobre a inflamacao induzida pela aplicacdo de um agente irritante na
pata de ratos. Nesse estudo a administracéo intracerebrovascular da CNI-1493
suprimiu a resposta inflamatoria de forma mais eficiente que a sua administracéo
sistémica da droga (Borovikova e cols, 2000a). Os mesmos pesquisadores
comprovaram que tais efeitos dependiam da ac&o do nervo vago, pois com a
vagotomia os efeitos anti-inflamatérios ndo ocorriam e a acetilcolina era o
principal neurotransmissor envolvido, por isso o0 nome “Via Anti-inflamatoria
Colinérgica. Estudos demonstraram que os efeitos da estimulacdo vagal se
davam preferencialmente pela via colinérgica mediada por receptores nicotinicos
do tipo a7 n AChR (Wang e cols, 2003) e que receptores muscarinicos mediavam
acles centrais desta via anti-inflamatéria (Pavlov e cols, 2006).

Assim, ap0s as primeiras descri¢cdes da via Anti-inflamatoéria Colinérgica
Tracey (2002) propds um complexo sistema que funcionava como um
mecanismo reflexo em resposta a estimulos periféricos inflamatorios. Este
sistema compreendia o estimulo inflamatdrio, especialmente o TNF-a, capaz de

acionar a via aferente vagal, nos centros reguladores vagais localizados no SNC
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gue por sua vez acionavam a via eferente vagal e areas supra bulbares que
inibiam a resposta inflamatoria, atuando em células do sistema imune, em
especial nos macréfagos. Nesse modelo, por acao da acetilcolina, a estimulagcéo
parassimpatica (vagal) demonstrou ser capaz de inibir a liberacdo de TNF, IL-1,
IL-6 e IL-8 de macréfagos ativados em estados inflamatorios, sem afetar a
producdo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 (Borovikova e cols,
2000b).

A estimulacdo colinérgica vem sendo utilizada como estratégia de
intervencdo em patologias como artrite reumatoide (Goldstein e cols, 2007),
insuficiéncia cardiaca (Behling e cols, 2003), doencas autoimunes (Nizri e cols,
2006), diabetes (Ali e cols, 2015; Schmartz e cols, 2009), doenga de Alzheimer,
obesidade e na SM (Satapathy e cols, 2011).

Estudos demonstram que ha reducao da atividade vagal no contexto da
obesidade e na SM. Mostraram que a hipertenséo, dislipidemia, obesidade e
diabetes estdo associados a menor VFC (Richter e cols, 1996; Rissanen e cols,
2001; Koskinen e cols, 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 estimulacédo vagal, esta aumentada em
estados de RI (Schmatz e cols, 2009).

Recentemente foi verificado a possibilidade de modular o eixo simpato-
vagal por intervencbes sobre o sistema nervoso periférico e mais
especificadamente sobre a atividade vagal. Além da estimulacdo elétrica do
nervo vago, o exercicio fisico e medicamentos podem ser utilizados para
potencializar a acdo do nervo. Estudos tém relacionado a hiperatividade
parassimpatica, obtida por meio de drogas ou pela estimulacdo direta do nervo
vago, como mecanismo contrarregulador da liberacdo de citocinas e espécies
reativas de oxigénio (EROs) durante um processo inflamatério (Tsutsumi e cols,
2008; Wang e cols, 2004).

No contexto da SM, a estimulagdo colinérgica por meio da inibicdo da
acdo da enzima acetilcolinesterase jA vem sendo empregada em modelos
animais (Das, 2007; Pavlov e cols, 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 acado da acetilcolinesterase, a Galantamina interage alostericamente com
receptores nicotinicos de acetilcolina (Ach), potencializando ainda mais a acdo
colinérgica (Scott e Goa, 2000). Sua acao, sobre os componentes cognicao e
memoria, estd intimamente relacionada aos efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e de sinalizacdo celular da Ach em nucleos centrais. Mesmo
administrada por via oral, essa droga € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e desempenhar suas acdes centrais (Scott e Goa, 2000;
Wilcock, Lilienfeld, Gaens, 2000).

A 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 Anti-inflamatéria Colinérgica foi
demonstrado pela auséncia de seu efeito nos niveis séricos de TNF-a em ratos
que nao apresentavam a a7nAChR, a subunidade do receptor nicotinico de
acetilcolina responsavel por mediar os sinais anti-inflamatorios dessa via (Paviov
e Tracey 2005; Van Maanen, Vervoordeldonk, Tak 2009).

Vale destacar que, em estudo recente, além de suprimir 0s niveis de
TNF-a circulantes em ratos, o tratamento com Galantamina também promoveu
a reducdo do peso corporal, da adiposidade abdominal e da Rl (Satapathy e cols,
2011). Ainda, no estudo de Ali e cols (2015) o tratamento de ratos diabéticos com
Galantamina resultou em reducao de peso corporal, dos valores de glicemia de
jejum, da RI medida pelo modelo de avaliacdo da homeostase (HOMA) e dos os
sintomas da hiperglicemia sistémica como a polidipsia, reduziu ainda os niveis
de TNF-a circulantes; melhorou o padrao lipidico e reduziu o estresse oxidativo.
Os autores atribuiram parcialmente tais afeitos ao aumento dos mecanismos de
sinalizacao intracelular da insulina promovidos pela Galantamina.

A Galantamina € um medicamento capaz de atravessar barreira
hematoencefélica e, sua acdo inibidora da acetilcolinesterase em via central ja
foi demonstrada em estudos experimentais. Dados do nosso laboratorio
(Sangaleti e cols, 2016) demonstraram que o tratamento com Galantamina em

pacientes com SM, é capaz de aumentar a atividade vagal, melhora o
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metabolismo da glicose, indice HOMA e atua de forma positiva a relacdo

adiponectina / leptina.

1.3 Osteocalcina: a proteina do osso e sua funcdo na regulagdo do

metabolismo energético

A OC é uma proteina da matriz 6ssea e que, atualmente, esta no foco de
grandes estudos devido a suas funcdes hormonais relacionada a homeostase
da glicose e ao metabolismo energético (Lee e cols, 2007; Confavreux e cols,
2009; Ferron e cols, 2010; Booth e cols, 2013; Zanatta e cols, 2014). A
Osteocalcina descarboxilada (OCd) € a isoforma hormonalmente ativa e estimula
a secrecao de insulina diretamente no pancreas e aumenta a sensibilidade a
insulina no tecido adiposo e muscular. A insulina e a leptina, por sua vez, atuam
no tecido 6sseo modulando a secrecdo da OC, formando uma alca de
retroalimentacdo tradicional na qual o esqueleto torna-se um 6rgdo enddcrino
(Zanatta e cols, 2014). Dessa forma, estudos experimentais demonstraram que
a Leptina é um potente inibidor do metabolismo 6sseo e que sua acdo €
exclusivamente no SNC e mediada pelo sistema nervoso simpatico (SNS) (Ducy
e cols, 2000; Elefteriou e cols, 2005). Os resultados apresentados no estudo de
Hinoi e cols (2008), demonstraram que a leptina também inibe a secrecao de
insulina em parte através do osteoblasto que age modulando a atividade da OC.

A OC é uma proteina ndo colagenosa, de baixo peso molecular, mais
abundante da matriz 6ssea (Wolf, 1996). E sintetizada pelos osteoblastos (OB),
e possui seu gene localizado no cromossoma 1 (1925-g31). A OC é constituida
por uma sequéncia de 49 aminoacidos, cujas posicoes 17, 21 e 24 sdo ocupadas
pelo &cido y-carboxiglutamico (Gla) (Figura 1) que é responsavel pela fixacdo do
calcio (Ca), e também permite que a proteina se ligue a hidroxiapatite

carboxilada e assim regular a maturacdo mineral 6ssea (Avolio e cols, 2008).
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Figura 2. Esquema que demonstra a molécula de Osteocalcina.
Modificado de Avolio G. e cols. Rev Inst Cienc e Saude. 2008; 26(3):347-50.

Os ensaios que avaliam OC na circulacdo diferem quanto a sensibilidade
para quantificar OC total ou nas formas carboxilada e descarboxilada. O
precursor da OC, também sintetizado pelo OB, € carboxilado na presenca da
vitamina K resultando em Osteocalcina carboxilada (OCc) que € depois
incorporada na matriz 6ssea. Quando os niveis de vitamina K sdo insuficientes
no 0sso, a OC nao é carboxilada, e a forma descarboxilada (OCd) é secretada
pelos OB para a circulagdo sanguinea. Quando a remodelacdo Ossea esta
acelerada, o precursor da OC é excessivamente sintetizado e ha um aumento
dos niveis OCd na circulacéo (Lopes, 2010).

A capacidade da OC regular a mineralizacdo e remodelacao éssea é bem
reconhecida, mas o seu papel fora do osso ainda esta sendo alvo de estudos
(Neve e cols, 2013). Recentemente foi demonstrado em estudos experimentais
que a forma descarboxilada da OC age como um horménio envolvido na
homeostase da glicose (Lee e cols, 2007; Confavreux e cols, 2009; Ferron e cols,
2010; Booth e cols, 2013).

Em 1996, Ducy e cols, descreveram que camundongos deficientes em
osteocalcina (Osn- / -) apresentaram aumento da gordura visceral e Rl quando
comparados com animais controles. Em 2007, Lee e cols, procuraram por genes
expressos em osteoblastos codificando moléculas sinalizadoras que poderiam
afetar o metabolismo energético. Os autores verificaram que ratos com
deficiéncia de OC, surpreendentemente ndo apresentaram anormalidades
esqueléticas evidentes. Ao invés disso, 0s animais apresentam uma diminui¢ao
na proliferacao de células 3 do pancreas e um aumento da RI. Estes dois estudos

pioneiros foram os primeiros a demonstrar a regulagdo endocrina por uma
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molécula reconhecidamente relacionada ao metabolismo energético e a
mineralizacdo do esqueleto (Zanatta e cols, 2014).

A OCd, dentre as duas formas, € a que se aceita regular o metabolismo
da glicose através de duas vias principais: em primeiro lugar, OCd estimula a
expressao e secrecado de insulina nas células B do pancreas; em segundo lugar,
a OCd induz a expressao de adiponectina em adipécitos, melhorando assim a
sensibilidade a insulina (Srichomkwun e cols, 2016).

Estudos epidemiolégicos em humanos tém sido realizados para examinar
essa associacdo entre a OC e varios parametros metabdlicos, como glicemia,
secrec¢ao de insulina, perfil lipidico, gordura visceral, IMC e inflamacéo vascular
(Kindblom e cols, 2009; Pittas e cols, 2009; Hwang e cols, 2009; Shea e cols,
2009; Bao e cols, 2011;). Esses estudos adicionaram informacdes sobre o
potencial impacto do esqueleto, via OC, na regulacdo energética e metabolismo
da glicose (Im e cols, 2008; Confavreux, Levine e Karsenty, 2009; Ferron e cols,
2010; Saleem, Mosley e Kullo, 2010; Booth, 2013).

Diferentes métodos séo utilizados a fim de mensurar a RI. Entre eles, o
Homeostasis Assessment Model — modelo de avaliagdo da homeostase
(HOMA), um modelo matematico, que permite obter valores para sensibilidade a
insulina e fungcdo da célula B (Santos e cols, 2006). Em 2008, Im e cols,
investigaram a associacao entre OC e indices glicémicos em 339 mulheres pos-
menopausicas com e sem diabetes. Eles encontraram uma associacao
significativa entre niveis séricos mais elevados de OC com sensibilidade a
insulina (estimada pelo HOMA), baixo indice glicémico e hemoglobina glicada
(HbAlc). Além disso, as concentracdes de OC foram significativamente menores
nos pacientes com diabetes.

Este novo aspecto enddcrino do esqueleto, deve proporcionar novas
abordagens visando a melhora do metabolismo da glicose no tratamento da SM.

1.4 O biomarcador de envelhecimento — O gene e a proteina Klotho

A SM é definida como o agrupamento de fatores de risco que alteram a
homeostase, tendo como mecanismo unificador, 0o processo infamatério. E

reconhecido que portadores de SM apresentam problemas cardiovasculares
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precoces, podendo-se inferir que esses individuos possuem um envelhecimento
antecipado do sistema. Um dos reguladores do processo de envelhecimento a
nivel molecular é o gene Klotho.

O gene Klotho foi identificado em 1997, quando em um experimento com
camundongos hipertensos, um gene no cromossomo 13 (13gl2), foi
acidentalmente interrompido, e resultou em um conjunto de caracteristicas que
se assemelham a uma falha prematura de mdaltiplos 6rgdos que antecipam ao
envelhecimento e mortalidade (Kuro-o e cols, 1997; Takeshita e cols, 2004;
Wang e Sun, 2009). Camundongos induzidos a deficiéncia de Klotho
manifestaram varios disturbios relacionados com a idade observada em
humanos, incluindo aterosclerose, infertilidade, atrofia da pele, osteoporose,
enfisema pulmonar, calcificacédo ectdpica e vida util curta (Ikushima e cols, 2005).
Esse gene recebeu o nome em homenagem a 1 das 3 irmas Moiras da mitologia
grega (Clotho, Laquesis e Atropos), filhas de Zeus que determinavam o destino,
tanto dos deuses, quanto dos seres humanos, Clotho é a irmé que tecia o fio da
vida.

O gene Klotho sintetiza proteinas denominadas proteinas Klotho.
Atualmente sdo identificadas 3 formas, todas reconhecidas como proteinas
“antienvelhecimento”, pois, quando sdo abundantes, prolongam a vida util e
produzem um atraso no desenvolvimento de doencas relacionadas com
mecanismos de degeneracdo, ou seja, envelhecimento dos tecidos (Kuro-o e
cols, 1997).

A forma transmembranar é a que mais caracteriza a proteina Klotho,
interagindo com o receptor FGF23 (fator de crescimento fibroblastico), que esta
envolvido na manutencdo do metabolismo do fosfato. A segunda forma de
Klotho, exdgena, é uma proteina sollvel que circula na corrente sanguinea e
parece controlar a senescéncia celular, interagindo com o dano induzido pelo
aumento do estresse oxidativo através de mecanismos celulares que ainda néo
estdo bem caracterizadas. A terceira forma é normalmente expressa de forma
difusa no citoplasma da célula, mas nédo fora da membrana celular, e, por
conseguinte, tem sido sugerido que desempenha um papel importante na
determinacdo da capacidade destas células para suportar o estresse (Wang e
cols, 2009).
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A proteina Klotho é predominantemente expressa no tubulo distal do rim
e no plexo coroide cerebral (Li e cols, 2004). Além desses tecidos, uma baixa
expressdo é relatada na glandula pituitaria, placenta, musculo esquelético,
bexiga urinaria, aorta, pancreas, colo, testiculos, ovarios, paratireoides e células
do nodo sinoatrial (Kuro-o e cols, 1997; Shimada e cols, 2004; Takeshita e cols,
2004; Martin e cols, 2012; Martins, 2014).

Yamazaki e cols (2010) verificaram uma forte correlacdo da proteina
Klotho solavel com a idade, ao quantificar as concentraces em criangcas e
adultos saudaveis, cuja resposta foi significativamente maior nas criancas.

A deficiéncia do Klotho é um biomarcador precoce e colaborador da
progressdo de complicagbes na doenga renal cronica, incluindo calcificagédo
vascular, hipertrofia cardiaca e hiperparatireoidismo secundéario (Hu e cols,
2013).

Além de sua conhecida acdo antienvelhecimento, o gene Klotho serve
como um cofator da FGF23 em conferir a mesma especificidade para a ativacao
do receptor FGF. Os dois juntos desempenham um papel essencial no controle
do metabolismo da vitamina D e do fosfato, aumentando a excrecéo urinaria de
fosfato e suprimindo a atividade da hidroxilase renal 1a 25 OH da vitamina D
(Oliveira e cols, 2013).

A proteina Klotho de membrana que é secretado tem uma forte
semelhanca a familia das glicosidases-1, as quais hidrolisam as ligacdes -
glicosidicas terminais (em sacarideos glicoproteinas e glicolipideos), liberando
glicose (Tohyama e cols, 2004). Foi sugerido a sua participagéo sobre a inibicéo
da sinalizacdo da insulina e no fator de crescimento derivado de insulina 1 (IGF1)
em culturas de células, além de ligarem-se a mdultiplos dominios da via de
sinalizacdo usada pelos osteoblastos. Animais knockout para Klotho, mostram
extrema sensibilidade insulinica e hipoglicemia quando comparados aos animais
normais, contrastando com a resisténcia insulinica dos animais com
superexpressao de Klotho (Kuro-o e cols,1997; Martins, 2014).

Estudos em ratos induzidos a SM demonstraram que o Klotho atua na
melhora da disfuncdo do endotélio vascular, aumento da producdo de Oxido
nitrico, reducdo da pressao sanguinea elevada e evita a hipertrofia da média e

fibrose perivascular (Kuro-o e cols, 1997; Yamagishi e cols, 2001;). Portanto,
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situacdes que possam modular a expressao genica e a sintese da proteina
Klotho s&o potenciais alvos terapéuticos.
Ambos os compostos OC e Klotho podem ser modulados pelo SNA

(simpato-vagal) de forma indireta.

1.5 O ligante soluvel do receptor de membrana CD40 — (sCD40L)

Niveis circulantes do ligante soltvel do receptor de membrana (sCD40L)
refletem a ativagédo do sistema CD40/CD40L. O receptor de membrana CD40, é
uma proteina membro da familia dos receptores do fator de necrose tumoral
(TNFR), que foi descrita na parede de linfocitos B, inicialmente em estudos
imunohistoquimicos (Koho e cols. 1984). Na década de 90 foi descrito o ligante
especifico para o CD40 e entdo as fungbes da sua via de sinalizacédo puderam ser
melhor compreendidas (Armitage, 1992). O ligante do receptor CD40 (CD40L) é
uma proteina cujo gene é encontrado no cromossomo X (Graf e cols, 1992).

O receptor de membrana CD40 é expresso em células do sistema imune,
(linfocitos, macrofagos, células dendriticas) e em células da parede vascular
(células endoteliais, musculares lisas). Quando ativado, através de seu ligante
CD154 (comumente chamado de CD40L), desencadeia uma série de processos
celulares destinados a ativagédo da resposta imune. A sinalizacdo por meio dessa
via € necesséria para a maturacéo e diferenciagéo, bem como paratroca da classe
de imunoglobulinas produzidas pelos linfocitos B. Nas células apresentadoras de
antigenos, a ativacdo de CD40 é fundamental para decisédo do sistema imune de
criar uma resposta eficaz ou tolerancia e a disfuncéo nessa via de sinalizacéo esta
presente na patogénese de doencgas autoimunes, aterosclerose e sepse. Ensaios
desenvolvidos para a detec¢do do CD40L soluvel (sCD40L) foram fundamentais
para a compreensdo do papel dessa via de sinalizacdo em doencas humanas,
pela facilidade de se determinar quantitativamente a expressdo dessa molécula
em liquidos biolégicos, como o plasma, sem a necessidade de métodos mais
invasivos (Souza, 2007).

Este sistema CD40/CD40L tem sido implicado na fisiopatologia da
aterosclerose, desde 0 processo de aterogénese precoce até o processo tardio
das complica¢gdes tromboticas (Francisco e cols, 2006). Entre suas fungdes, o

sistema CD40/CD40L exerce diversos efeitos pro-inflamatoérios e pro-trombdéticos,
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como: a) estimulacdo da producéo de radicais livres nas células endoteliais, o0s
quais antagonizam a produgdo de Oxido nitrico; b) inducdo da expressédo de
moléculas de adeséo nas células musculares lisas e endoteliais; c) estimulagédo
da expressdo de citocinas pro-inflamatérias; d) aumento da expressdo de
metaloproteinases, tornando a placa aterosclerdtica mais fragil; e) inducdo da
expressao do fator tissular no endotélio e células musculares lisas, promovendo o
aumento do potencial trombogénico da placa; e f) participacdo na ativacao
plaquetaria. Nesse sentido, tem sido demonstrado que o receptor CD40 é
expresso da superficie de plaguetas, e sua ligacao resulta a ativacao plaquetaria,
a qual promove a formacao do trombo (Volp e cols, 2008).

Nossa hipétese € que o tratamento com o anticolinesterasico Galantamina
em pacientes com SM, pode modular de forma positiva a OCc, a OCd e o Klotho

e diminuir a inflamacao por meio da via sCD40L.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do aumento da atividade vagal, por meio da administracao
do anticolinesterasico Galantamina, sobre marcadores metabdlicos,
inflamatorios, e de envelhecimento em uma populacdo de pacientes com

Sindrome Metabdlica.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com Galantamina em portadores de SM, nos

parametros:

e De modulacdo autonémica: por meio da analise dos componentes da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no dominio da frequéncia

(analise espectral);

e De metabolismo da glicose e resisténcia a insulina: por meio da dosagem
de leptina/adiponectina, de osteocalcina carboxilada, osteocalcina

descarboxilada séricas e calculo do indice HOMA;

e Biomarcador de envelhecimento: por meio da dosagem dos niveis séricos

da proteina Klotho;
e Biomarcador de inflamacao: por meio da dosagem de sCD40L;

Além disso, determinar as correlacdes entre as variaveis, por meio da

analise de Correlacdes entre os diferentes parametros.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Delineamento do estudo

O presente trabalho € um subestudo do projeto “Efeitos da Galantamina
sobre biomarcadores inflamatérios e adipocinas em pacientes com Sindrome
Metabdlica” Fapesp (Processo:13/22250-9) e CNPq (Processo: n® 457581/2013-
1).

A sua metodologia sera descrita brevemente a seguir e a sua descricdo
na integra esta apresentada como Anexo 1.

Tratou-se de um estudo prospectivo duplo-cego, composto de 60
individuos (30 homens e 30 mulheres) na faixa etaria de 18 a 59 anos e
portadores de SM de acordo com a classificagédo da (NCEP: ATP Ill). Foram
randomizados em 2 grupos (Galantamina n=30 sendo 15 homens e 15 mulheres
e Placebo n=30, sendo 15 homens e 15 mulheres). A duracdo de participacéo
dos individuos foi de aproximadamente 17 semanas. O tratamento foi composto
de: 5 semanas tomando 1 capsula (Galantamina ou placebo) com 8mg por dia e
12 semanas tomando 2 capsulas (Galantamina ou placebo), totalizando 16mg
por dia.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa o
Instituto do Coracao (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. Foi registrado no ClinicalTrials.gov sob o
namero: NCT02283242.

Os pacientes foram avaliados clinicamente em varias visitas médicas e
foram submetidos a uma série de avaliacbes complementares, descritas na
sequéncia do protocolo (abaixo), como: avaliacdo neurolégica especifica,
exames de ressonancia nuclear magnética de térax e abdémen, e monitorizacao

ambulatorial da PA (métodos descritos no Anexo 1).
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autonémico foram realizados no laboratério de Pesquisa Clinica da Unidade de
Hipertensdo da FMUSP e foram coletadas a partir do registro das curvas de
presséo arterial, batimento a batimento, pelo método ndo invasivo com o sistema
FINOMETER® (Finometer, Finapres Medical Systems BV, Arnhem,
Netherlands).

A modulacdo autondmica cardiaca foi inferida por meio da andlise da
variabilidade da FC (VFC) no dominio da frequéncia (analise espectral) com o
software especifico CardioSeries (Versao 2.4, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

As amostras de sangue (utilizadas nesse estudo) foram obtidas por meio
da puncéo venosa nha regiéo cubital (30 mL) em tubos com EDTA, antes e depois
do tratamento e foram utilizadas para as dosagens hormonais, bioquimicas e de
marcadores inflamatorios. Para a separacdo do plasma e preparo dos glébulos

vermelhos, o sangue foi centrifugado, apés 30 minutos da coleta, a 3000 rpm por
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20 minutos a 4°C. Em seguida, o plasma foi separado em pequenas amostras e
armazenado em eppendorfs, congelados em nitrogénio e foram armazenados no

freezer a -70°C para as posteriores analises.

3.2 Andlises especificas do presente projeto
Dosagem de sCD40L

A andlise do marcador inflamatério sCD40L foi realizada com kit Multiplex
pela empresa Genese. Esse kit utiliza a tecnologia Luminex XMAP (Multiple
Analyte Profiling, x = variavel a ser medida) que envolve um processo que cora
microesferas de latex com dois fluoréforos. Utilizando proporcdes precisas de
dois fluoréforos, podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas

gue séao identificadas em codigo de cores pelo instrumento Luminex.
Quantificacdo da proteina Klotho

A dosagem foi feita a partir da técnica ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), com ensaio da marca IBL — Human soluble a-Klotho Kit:

27998, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Quantificacdo da Osteocalcina carboxilada e descarboxilada

A dosagem foi feita a partir da técnica ELISA utilizando kits especificos:
Undercarboxylated Osteocalcin (Glu-OC) EIA Kit (MK118) para dosagem da
osteocalcina descarboxilada e Human Gla-Osteocalcin High Sensitive EIA Kit
(MK128) para dosagem da osteocalcina carboxilada, ambos da marca Takara.

Seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.3 Andlise estatistica

Todas as variaveis foram analisadas e apresentadas em média e desvio
padréao. O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a normalidade dos
dados, para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, aplicou-se

a transformacéo logaritmica. A comparagéo de médias no inicio do estudo entre
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0s grupos (Galantamina e Placebo) foram realizados por meio do teste t de
Student para amostras independentes.

As correlagBes bivariaveis do estudo no tempo pré tratamento (To)
incluiram todos os pacientes com SM (n= 60), foram calculadas por meio do teste
de correlagdo de Pearson (r). Em seguida para todas as variaveis continuas
realizamos uma andlise de regressdo para achar a curva que melhor explica o
fendmeno (R?).

Para a avaliacdo do comportamento das médias das variaveis em dois
instantes de avaliagdo, pré tratamento (To) e pds tratamento (T1) por grupo de
tratamento (Galantamina e Placebo) utilizou-se a analise de variancias ANOVA
com medidas repetidas.

Além disso, realizamos novas analises de correlacdo para verificar
associacfes a partir da variacdo no decorrer do tempo, utilizamos assim, a
diferenga (A) do efeito tempo (T1-To) entre as variaveis. Para essas variaveis
discretas, utilizamos a correlacéo ndo paramétrica de Spearman (rs).

Para os testes estatisticos considerou-se um nivel de significancia de 5%
(p<0,05). As analises foram realizadas com o uso dos softwares estatisticos IBM
SPSS para Windows versdo 20.0 (Armonk, NY: IBM Corp) e o software
GraphPad Prism versao 6.04 para Windows (Software, La Jolla California USA).



4. RESULTADOS

Como descrito, 60 pacientes com SM foram incluidos, randomizados em
2 grupos, para tratamento com Galantamina (n=30) ou placebo (n=30). As
caracteristicas demograficas, hemodinamicas, autonémicos, metabdlicas e de
adipocinas antes do tratamento estdo apresentados na Tabela 2, incluindo os

novos biomarcadores dosados neste estudo.

Tabela 2. Variaveis demograficas, clinicas, metabodlicas e de biomarcadores

antes do tratamento dos grupos Galantamina e Placebo.

Galantamina n=30 Placebo n=30 p
Demogréficos
Idade (anos) 40,8+8,8 42,7+8,8 0,398
IMC (Kg/m?) 34,3+3,5 33,7#4,3 0,344
CA (cm) 108,3+7,3 107,9+18,8 0,874
Hemodinémicas
PAS (mmHg) 123+9,9 128+13,9 0,624
PAD (mmHg) 79+17,5 83+9,3 0,507
Variabilidade da FC
LF (nu) 54,9+2,7 48,3+17,6 0,118
HF (nu) 45,0£2,8 51,1+3,1 0,149
LF/HF 1,8+1,1 1,4+1,1 0,163
Metabodlicas
Glicose (mg/dl) 102,1+10,7 100,1+10,9 0,746
Triglicerideos (mg/dl) 181,06+82,6 167,73+72,8 0,820
Colesterol Total (mg/dl) 198,1+39,2 199,24+825,7 0,829
LDL (mg/dl) 124,6+38,1 125,8+40,5 0,820
HDL (mg/dl) 42,4+7.8 42,5+8,8 0,903
Insulina (pg/mL) 17,548,5 19,1+20,8 0,805
HOMA 4,3+2,0 3,8+1,8 0,627
Adipocinas
Adiponectina (pg/mL) 8,88+2,1 8,89+1,6 0,974
Leptina (ng/mL) 33,34+23,1 25,7+£18,3 0,893
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Novos biomarcadores

OCc (ng/mL) 21,6457 19,1#5,3 0,072
ocd (ng/mL) 9,6+6,8 10,8+6,8 0,514
Klotho (pg/mL) 2017,7+824,8 1880,2+437,6 0,423
sCD40L (pg/mL) 4510,5+831,9 2664,7+625,3 0,0074*

IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; PAS: presséao arterial sistlica PAD: pressédo
arterial diastdlica; LF: componente de baixa frequéncia; HF: componente de alta frequéncia; OCc:
Osteocalcina carboxilada; OCd: Osteocalcina descarboxilada; sCD40L: Ligante soltvel do receptor CD40;
Valores expressos em Médiatdesvio padréo.

Lvariaveis na escala logaritmica.

* p<0,05 no teste t.

Referente aos resultados da Tabela 2, € possivel verificar que os grupos
estavam pareados em todas as variaveis antes do tratamento, com excec¢ao do
marcador pré-inflamatério sCD40L, cujo nivel sérico foi mais elevado no grupo
Galantamina, quando comparado ao grupo placebo.

Foram feitas também, andlises de correlacbes entre as principais
variaveis no estudo antes do tratamento (To), em todos os pacientes com SM
(n=60). A tabela de correlacdo na integra com as associac¢es significantes estdo
apresentadas na Tabela 4 como Anexo 2.

Podemos observar que as variaveis demogréficas se correlacionam com
marcadores do metabolismo da glicose. Nosso estudo demonstrou os valores de
IMC se correlacionou positivamente com que a Leptina (Figura 3. A) e o indice
HOMA (Figura 3. B) e CA com indice HOMA (Figura 3. C).
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Figura 3. Correlacdo do IMC com Leptina (A) e indice HOMA (B) e CA com
HOMA (C) antes do tratamento (To).

Referente aos dados autondmicos, percebemos que componentes da
VFC se correlaciona com a OCd. Mostrando que quanto menor atividade do
sistema simpatico, representado pelo componente LF da VFC, menores 0s
niveis de OCd (Figura 4. A), quanto maior atividade do sistema parassimpético,
representado pelo componente HF da VFC, maior os niveis de OCd (Figura 4.
B) e quanto menor valor da relagcdo LF/HF, mais OCd, demonstrando melhor

balanco autonémico (Figura 4.C).
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Figura 4. Correlagcdes entre valores de Osteocalcina descarboxilada e
componente LF da VFC (A), Osteocalcina descarboxilada e componente HF da
VFC (B) e Osteocalcina descarboxilada e relacdo LF/HF da VFC (C) antes do

tratamento (To).

Com relacdo aos niveis séricos da proteina Klotho, utilizado como

marcador de envelhecimento, observamos que quanto menores o0s niveis de LDL

maiores os niveis de Klotho (Figura 5. A), quanto maiores os niveis de OCc

maiores os niveis de Klotho (Figura 5.B) e quanto maiores os niveis de OCd
maiores os niveis de Klotho (Figura 5. C).
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Figura 5. Correlacéo entre Klotho e LDL (A), Klotho e OCc (B) e Klotho e OCd
(C) antes do tratamento (To).

A seguir, sdo apresentados na Tabela 3 os valores demogréficos,

hemodinamicas, autonémicos, metabdlicas e de biomarcadores nos grupos

Galantamina vs Placebo comparando-se nos tempos pré tratamento (To) vs pos

tratamento (T1).
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Tabela 3. Valores demograficos, hemodindmicos e metabolicos no momento pré
(To) e pos tratamento (T1) dos grupos Galantamina e placebo.

Variaveis Pré Galantamina P6s Galantamina Pré Placebo Pdés Placebo
Peso (kg) 93,18+11,8 92,57+12,5 91,41+13,1 90,73+£13,7
CA (cm) 108,27+7,3 106,03+8,0* 107,93+8,8 106,57+8,8#
IMC (kg/m?) 34,28+3,5 34,04+3,8 33,74+4,3 33,49+4,5
PAS (mmHgQ) 123+9,9 124+13,0 128+13,9 127+18,5
PAD (mmHg) 79+7,5 76%10,5 8319,3 78+11,1
LF(nu) 54,96+15,58 45,60+14,81%e 48,31+17,63 53,41+16,70
HF(nu) 45,03+15,58 54,40+14,81%e 51,13+17,32 46,58+16,70
LFHF 1,76x1,07 1,11+0,75%e 1,40+1,08 1,61+1,02
HDL 42,36+7,78 42,6518,42 42,53+8,77 41,96+7,29
LDL 124,65+38,13 115,16+32,92 125,86+40,54 116,78+34,39

Triglicerideos

Colesterol T.

Glicose

Insulina-

HOMA

Adiponectina

Leptina

OCc

OCd

Klotho

sCD40L"

181,06+82,65

198,06+39,02

102+10,75

17,54+8,50

4,26+2,04

8,88+2,1

33,34+23,1

21,58+5,69

9,61+6,79

2017,75+824,83

5102,92+4474,54+

159,69+77,61

186,96+41,82

95+9,58*

11,78+6,53*e

2,77+1,57%e

9,77+2,64%e

25,69+18,13%e

22,98+6,78

11,33+7,37~*

1963,19+839,56

1756,06+2542,07*e

167,73+£72,82

199,23+25,69

100+10,98

19,11+20,80

3,79+1,80

8,89+1,6

25,7£18,3

18,98+5,33

10,7616,74

1880,18+437,63

2323,62+3107,16

158,34+95,86

188,37+35,77

99+11,54

23,88+26,17

6,05+6,46#

7,08+1,55#

36,94+23,75#

20,22+6,30

10,52+7,35

1813,66+559,81

4903,79+4489,10#

Valores expressos em médiatdesvio padrao.
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CA: Circunferéncia abdominal (cm); IMC: indice de massa corporal (kg/m?); PAS: Presséo arterial
sistélico (mmHg); PAD: Pressdo arterial diastélica (mmHg); OCc= osteocalcina carboxilada
(ng/mL); OCd= osteocalcina descarboxilada (ng/mL)

L Variavel na escala logaritmica

* p<0,05 Galantamina pré tratamento vs pés tratamento

# p<0,05 Placebo pré vs pés

# p<0,05 Pré galantamina vs pré placebo

e p<0,05 P6s galantamina vs pds placebo

E possivel verificar na Tabela 3 que ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos em relacdo ao peso, IMC, PAS e PAD. No entanto, os valores de CA
foram reduzidos quando comparados (To) e (T1) em ambos os grupos.

Os parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no dominio
da frequéncia, demonstraram que o tratamento com Galantamina: reduziu o
valor absoluto do componente normalizado de baixa frequéncia (LF) relacionado
ao ténus simpatico; aumentou o valor absoluto do componente normalizado de
alta frequéncia (HF) relacionado ao ténus vagal, e desta forma, ocorreu
significativa melhora do balanco simpato-vagal, que é expresso pela relacao
entre LF/HF, que se caracteriza pela reducéo da modulacéo.

Quanto aos parametros metabdlicos relacionados a SM destacaram-se 0s
valores relacionadas a glicemia e a RIl. Vale ressaltar que o tratamento com
Galantamina resultou em reducao nos niveis de glicose, de insulina circulantes
e melhorou a resisténcia a insulina, aferida pelo indice HOMA, tanto em relagéo
ao tempo, como na comparagao entre grupos.

A Leptina, uma adipocina pro-inflamatéria, apresentou reducéo
significante com o tratamento com Galantamina, quando comparados ao grupo
placebo.

Um comportamento inverso ao observado para os niveis de leptina
ocorreu com 0s hiveis de adiponectina nos dois grupos. Dessa forma, houve
aumento nos niveis de adiponectina entre os participantes que receberam
Galantamina.

Quanto ao marcador pro-inflamatorio sCD40L (Figura. 6), € possivel
observar que o tratamento com Galantamina ndo apenas reduziu seus niveis em
relacdo ao grupo placebo apds término do tratamento (T1i), como reverteu o
quadro inflamatorio mais acentuado desse grupo, uma vez que seus valores

estavam significativamente aumentados em relacdo ao placebo antes do
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tratamento (To). E em relagdo ao grupo placebo, houve aumento significativo

desse marcador apés o término do tratamento (T1).
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L Variavel analisada em escala logaritmica.

Figura 6. Niveis plasmaticos de sCD40L nos grupos Galantamina e Placebo
antes (To) e apds (T1) o tratamento.

Com destaque no presente estudo, demonstramos que o tratamento com

Galantamina aumenta os niveis séricos de OCd (Figura 7).
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Osteocalcina descarboxilada (ng/mL)

* p<0,05 Galantamina pré tratamento vs pos tratamento

Figura 7. Valores dos niveis de Osteocalcina descarboxilada nos grupos
Galantamina e Placebo, antes (To) e apds o tratamento (T1).

Para ampliar a compreenséo sobre a interacéo entre fatores no fenébmeno
fisiopatoldgico da SM, realizamos novas correlacdes da diferenga (A) do efeito

tempo (T1-To) com todas as variaveis, para assim verificar associa¢des a partir
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da variacdo no decorrer do tempo. As correlacdes na integra estédo descritas na
tabela 5 em Anexo 3.

A modulacdo autondmica, verificada por meio dos componentes da VFC,
teve correlagéao com o valor do A Adiponectina, mostrando que quanto menor
atividade do sistema simpatico, representado pelo componente ALF da VFC,
menor os niveis de adiponectina (Figura 8. A), quanto maior atividade do sistema
parassimpatico, representado pelo componente AHF da VFC, maior os niveis de
adiponectina (Figura 8. B) e quanto mais adiponectina circulante, melhor o

balanco autonémico, com menor valor da relagdo A LF/HF (Figura 8.C).

107 rs=-0,292 107 rs=0,293
p=0,025

A Adiponectina (ng/mL)
o
1

A Adiponectina (ng/mL)
o

-10 T T T 1 -10 T T T 1
-40 -20 0 20 40 -40 -20 0 20 40

(@]

1019

A Adiponectina (ug/mL)
[ )
[}
s
L)
®
® [ ]
S
[ J
[ ]
®

A LFHF

Figura 8. Correlacao (rs) entre AAdiponectina e valores dos componentes da
VFC: ALF (A), AHF (B) e ALFHF (C).

Os valores metabdlicos e biomarcadores demonstraram correlacdo com
o marcador inflamatério A sCD40L. Verificamos que quanto maior os niveis de
leptina, maior os niveis de sCD40L (Figura 9. A), de forma inversa, quanto maior
0s niveis de adiponectina, menor os niveis de sCD40L (Figura 9.B), quanto maior
0s niveis de insulina, maior os niveis de sCD40L (Figura 9.C), da mesma forma,

guanto maior o indice de RI aferida pelo HOMA, maior os niveis de sCD40L
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(Figura 9.D), por fim, quanto maior os niveis de Klotho maior os niveis de sCD40L

(Figura 9.E).
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Demonstramos que quanto maior os niveis de HOMA, maior os niveis de

leptina (Figura 10. A), da mesma forma, quanto maior os niveis de leptina, maior

os niveis de Insulina (Figura 10. B), de forma inversa, quanto maior os niveis de

adiponectina, menor os niveis de leptina (Figura 10. C).
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ALeptina e AAdiponectina (C).
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5. DISCUSSAO

O nosso estudo foi o primeiro da literatura a demonstrar que o tratamento
com a Galantamina aumenta significativamente os niveis séricos de OCd em
portadores de SM. Ainda, demonstramos que houve correlacao positiva da OCd
com aumento da atividade parassimpatica (componente HF da VCF), correlacéo
negativa com a atividade simpatica (componente LF da VFC) e melhor balanco
simpato-vagal (relacdo LF/HF da VFC). Entretanto, na populagéao estudada, nao
foram detectadas diferencas significativas dos niveis da proteina Klotho com o
uso de Galantamina. De forma significativa, o uso de Galantamina levou a
diminuic&o dos niveis de sCD40L, utilizado como marcador pr6 inflamatorio e de
les&o endotelial.

Analises anteriores do nosso laboratério demonstraram que o tratamento
com a Galantamina, em pacientes com SM, diminuiu significativamente os niveis
de leptina, aumentou os niveis de adiponectina e também melhorou a RI, pois
diminuiu os valores do indice HOMA (Sangaleti e cols, 2016). No presente
trabalho, acrescentamos um elemento no elo fisiopatologico (SNA e
metabolismo da glicose), a OC, que foi significativamente modulada pelo
aumento da atividade parassimpética.

A OC é um peptideo sintetizado exclusivamente por osteoblastos e
armazenados na matriz mineral éssea, e foi inicialmente reconhecido como um
marcador de formacao 6ssea, atuando na manutencédo da mineralizacdo 0ssea
normal, suprimindo a formacdo anormal de hidroxiapatita e retardando a
mineralizacao do crescimento da cartilagem (Price e cols, 1976; Pearson, 2007).

Anos depois, os trabalhos de Ducy e cols (1996) e Lee e cols (2007) foram
os primeiros a demonstrar que a OC participa da regulacdo enddécrina do
metabolismo energético, descrevendo o aumento da gordura visceral e da Rl em
camundongos com deficiéncia de OC (Osn -/-). Inimeros trabalhos tém mostrado
o papel da OC como um hormdnio que regula o metabolismo da glicose (Liang
e cols, 2016). Tan e cols (2011) evidenciaram que a OC no diabetes do tipo 2
(DM2) favorece a proliferagao de células 3, a expressao e secregao de insulina,
bem como aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos (Tan e cols,
2011).
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Em estudos com animais, a OC tem sido associada a proliferacdo de
células 3 no pancreas e ao aumento da sensibilidade a insulina no tecido adiposo
e muscular (Zanatta e cols, 2014). Nos seres humanos, os niveis circulantes de
OC foram inversamente associados a medidas de resisténcia a insulina (insulina
em jejum e niveis de glicose e avaliacdo do modelo de homeostase da
resisténcia a insulina [HOMA-IR]) e adiposidade (IMC e percentual de gordura)
(Pittas e cols, 2009; Kindblom e cols, 2009; Kanazawa e cols; 2009).

O gene OC, que é codificado exclusivamente por OB, é responsavel pela
producdo de OC, bem como pelo gene Gprc6a, codificado pelas células beta
pancreaticas e regula a sintese dos receptores de OC (Zanatta e cols, 2014). O
Gprc6a, € um membro dos receptores acoplados a proteina G sensiveis a toxina
pertussis. Quando ativado, ele é capaz de fosforilar proteinas-chave da via de
secrecao da insulina nas células 8 pancreaticas (Pi e cols, 2008).

Pi e cols, observaram em um modelo animal com delecdo de Gprc6a um
fenotipo complexo envolvendo multiplos sistemas e incluindo osteopenia,
esteatose hepatica, intolerancia a glicose e Rl (Pi e cols, 2011). Esses autores
postularam que as células B pancreaticas poderiam ter um receptor equivalente,
sensivel as a¢bes da OCd. A partir de varias experiéncias utilizando células
embrionérias humanas, células B pancreaticas de camundongos e camundongos
deficientes em Gprc6a, 0os pesquisadores descobriram que o Gprc6A medeia
respostas a OC em células B in vitro e no pancreas in vivo. Estes dados
preliminares sugeriram que o Gprc6éa como um receptor biologicamente
relevante para a OC em células B pancreaticas humanas (Pi, Wu e Quarles,
2011; Liang e cols, 2016).

A OCd é a isoforma hormonalmente ativa da OC e sua interacdo com o
metabolismo da glicose também tem sido amplamente discutida. A OCd é
resultado de residuos de acido glutdmico da OC nas posi¢des 17, 21 e 24 onde
sao carboxilados por carboxilase dependente de vitamina K (Liang e cols, 2016).
Em modelos animais, a OCd mostrou ser um modulador positivo da secrecéo de
insulina (Ferron e cols, 2008). In vitro, a OCd estimula a proliferagéo de células
B pancreaticas e a secrecao de insulina e aumenta a produgao de adiponectina
nas células de gordura, resultando num aumento da sensibilidade a insulina. Em

conjunto, essas acdes revelam um mecanismo de feedback positivo entre
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células B pancreaticas, tecido adiposo e 0sso, com a insulina favorecendo a
producdo de OCd, o qual, por sua vez, aumenta a producdo e sensibilidade de
insulina (Ducy e cols, 1997; Ferron, Karsenty e Ducy, 2008; Zannata e cols,
2014).

Estudos epidemiolégicos em humanos demonstraram a correlacdo da OC
com parametros metabolicos.

Varios estudos transversais, em populacdes caucasianas e asiaticas,
mostraram que o nivel total de OC esta correlacionado negativamente com a
avaliacdo da insulina em jejum e com a resisténcia a insulina (o HOMA)
(Kindblom e cols, 2009; Im e cols, 2008). Em 2010, Saleem e cols realizaram um
grande estudo observacional em 1.284 afro-americanos e 1.209 individuos
brancos nao-hispanicos, correlacionando OC com adipocinas (leptina e
adiponectina) e marcadores de SM, gordura corporal e atividade fisica. Em
ambas as populac¢des, a OC foi inversamente relacionada a leptina e marcadores
metabolicos, como IMC, CA, glicemia, insulina e triglicérides e diretamente
relacionados a adiponectina e verificaram que quanto pior a gravidade da SM
mais baixos eram os niveis de OC, independentemente das alteracdes
glicémicas. O mesmo foi observado em um estudo na China, com 254 homens
e 246 mulheres, os autores demonstraram que o nivel total de OC esta
intimamente associado ao metabolismo da glicose (Zhou e cols, 2009). Bao e
cols. (2013) verificaram, em uma coorte de 1768 homens chineses, que o
aumento dos niveis séricos da OC foi acompanhado por uma tendéncia
decrescente em todos os indices antropométricos de obesidade, PAS, glicemia,
indice de RI, triglicerideos, acidos graxos livres e niveis de proteina C reativa. O
estudo também demonstrou que gordura visceral estava inversamente
relacionada aos niveis de OC, independentemente da glicemia e gordura
corporal total.

Estudos epidemioldgicos examinando especificadamente a associacao
entre os niveis de OCd com parametros metabdélicos sdo em menor nimero e
com resultados nao uniformes (Yoshida e cols, 2008; Hwang e cols, 2009; Shea
e cols, 2009; Kanazawa e cols, 2011; Zannata e cols, 2014).

Hwang e cols, encontraram uma associagdo significativa de tercis

superiores de OCd com indices glicémicos mais baixos e melhora da
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sensibilidade a insulina (Hwang e cols, 2009). Corroborando estes achados, um
estudo envolvendo 180 homens diabéticos demonstrou uma correlagdo inversa
entre OCd e glicemia de jejum, HbAlc e gordura visceral. Entretanto, essas
associacbes nao foram observadas em um grupo de mulheres na pos-
menopausa (Kanazawa e cols, 2011). Schafer e cols, investigaram o tratamento
da Osteoporose, e verificaram que influencia nos niveis de OCd, tendo um
aumento significativo e teve impacto sobre a gordura corporal e os indices
glicémicos, sendo inversamente relacionada ao peso corporal e massa gorda
total apos os 12 meses de tratamento e foi diretamente relacionada ao aumento
da adiponectina (Schafer e cols, 2011). Nosso estudo demonstrou que a OCd
esta correlacionada de forma positiva com o balanco simpato vagal (R2=0,075
p=0,036) e com os niveis de Klotho (R2=0,100 p=0,049).

No nosso estudo, ndo detectamos correlacdo entre OC e OCd com os
parametros metabdlicos. Isso pode decorrer do fato da populacdo ser muito
homogénea quanto as caracteristicas da SM, ou ser necessario um namero mais
elevado de individuos para se obter essa correlacao.

Niveis de OC tém sido também estudados como preditores de risco
metabolico.

Um estudo da Suécia avaliou mais de 1.000 homens idosos diabéticos e
nao diabéticos (com idade média de 75 anos) e verificou que 0s niveis séricos
de OC eram um fator preditor negativo, independente, para as concentracdes
plasmaticas de glicose (Kindblom e cols, 2009). Uma analise transversal
posterior, envolvendo 380 adultos com mais de 65 anos, encontrou correlacao
negativa entre os parametros metabdlicos e os niveis de OC (Pittas e cols, 2009).
Em um estudo chinés com mais de 500 individuos com e sem diabetes, foi
observada uma correlagdo negativa entre os niveis de OC e o metabolismo
lipidico (Zhou e cols, 2009). Yeap e cols em 2010, acompanharam 198 pacientes
por trés anos e aqueles com altos niveis basais de OC, apresentaram menor
aumento na glicose plasmatica durante o seguimento. Estes resultados foram
posteriormente corroborados por um grande estudo de coorte que avaliou mais
de 2.760 homens idosos, que apresentaram menores niveis de OC na presenca
de SM, bem como pior indice glicEmico e de sensibilidade a insulina. Em 2011,

Garcia-Martin e cols, realizaram um estudo com 54 mulheres saudaveis nao
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diabéticas na pds-menopausa para investigar se a OC sérica poderia ser um
marcador de risco metabdlico. Eles encontraram uma associacdo positiva entre
OC com glicose de jejum, colesterol LDL e obesidade, e também relataram que
concentracdes séricas de OC inferiores a 13,5 ng/mL tém sensibilidade de 85,7%
e especificidade de 63,8% na deteccdo de risco aumentado de diabetes. Mais
recentemente, Onyenekwu e cols (2016) avaliaram a relacdo entre a OC e
controle glicémico e os parametros da SM em pacientes com e sem SM
diagnosticados pelos critérios da Federacdo Internacional de Diabetes, os
autores verificaram que os niveis plasmaticos de OC estdo inversamente
associados a um bom controle glicémico e a componentes da SM e sdo menores
em individuos com DM e nos pacientes com SM. Os autores concluiram que o
osso tem um papel vital na regulacdo da glicose e do metabolismo energético
(Onyenekyu e cols, 2016).

Ainda, estudos demonstraram correlagbes inversas entre a OC e
marcadores de DCV, sugerindo a possibilidade da OC ser utilizada como
adjuvante no diagnostico de lesédo vascular subclinica.

Kanazawa e cols, demonstraram uma correlacao inversa entre niveis mais
elevados de OC e marcadores de aterosclerose (menor indice brago-tornozelo e
aumento da espessura intima-média) sugerindo que a OC pode estar implicada
na doenca aterosclerética (Kanazawa e cols, 2009). Outro estudo observacional
em 102 pacientes menores de 40 anos, identificou uma associacdo negativa
entre niveis de OC e infarto agudo do miocardio (IAM) (Goliasch e cols, 2011).

A possibilidade da OC ser modulada por meio de diferentes intervencdes
esta sendo investigada.

Em um estudo com um pequeno grupo de mulheres obesas que foram
submetidas a intervencado com dieta hipocal6rica e / ou atividade fisica por 16
semanas, Fernandez-Real e cols (2009), verificaram a correlagcdo entre os niveis
de OC com as intervencdes e com a sensibilidade a insulina. Os resultados
mostraram que a atividade fisica proporcionou maiores aumentos da OC sérica
quando comparado a dieta sozinha, mesmo com menor perda de peso no
primeiro grupo. A reducgédo da gordura visceral foi o melhor preditor independente

de alteracdo nos niveis de OC, o que foi positivamente correlacionado com a
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sensibilidade a insulina. Nesse sentido, os resultados sugerem que a atividade
fisica melhora a sensibilidade a insulina ao aumentar os niveis séricos de OC.

Nosso estudo demonstrou que o tratamento com Galantamina é capaz de
aumentar os niveis séricos de OCd, melhorar a Rl e reduzir os valores de glicose,
sugerindo que a Galantamina pode estar atuando no organismo com resultados
positivos que se assemelham com a atividade fisica. Esses estudos envolvem
duas intervencdes (droga e atividade fisica) que tém em comum, a atuagao sobre
0 SNA, reduzindo a modulacdo simpatica e aumentando a modulacéo vagal,
aumentando os niveis de OC que reduzem os valores de glicemia e insulina,
melhorando o metabolismo energético. Nosso estudo destaca o efeito da
Galantamina independente da perda de peso, pois todos 0s pacientes
apresentaram o mesmo IMC e reducédo na CA no periodo de tratamento (12
semanas) (Tabela 2).

Fica claro do exposto, que o0 0sso tem emergido como um regulador dos
processos metabdlicos, em especial, ho metabolismo da glicose pela sua
capacidade de secretar OC. Entretanto, essa € somente uma parte de um
complexo conjunto de sistemas que agem de forma integrada, tendo o sistema

nervoso um papel fundamental.

Estudos recentes tém desvendado alguns dos complexos mecanismos
pelos quais 0 0ss0, o tecido adiposo e o cérebro agem em conjunto para regular
0 gasto energético e a homeostase da glicose (Lee e cols 2007; Lee e Karsenty,
2008; Kawai e cols, 2009). Os osteoblastos parecem regular o gasto de energia
ao secretar substancias que atuam em adipdcitos e células pancreaticas sendo
a via da OC a mais estudada (Lee, Hodges e Eastell, 2000). Por sua vez, o tecido
adiposo também pode influenciar a remodelagédo éssea regulando a atividade
dos osteoblastos através de adipocinas, incluindo a leptina (Takeda e Karsenty,
2000; Ducy, Schinke e Karsenty, 2000) e a adiponectina (Richard e cols, 2007).

A leptina € uma das principais moléculas secretadas pelos adipdcitos e
gue agem diretamente no SNS modulando a atividade do SNA para diferentes
tecidos, incluindo o tecido 0sseo e o metabolismo da glicose (Takeda e cols,
2002; Karsenty, 2006).
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Dados na literatura demonstram que, a leptina em contraste com a OC,
inibe a secrecao de insulina, em parte por meio de um efeito direto sobre as
células B (Covey e cols, 2006, Morioka e cols, 2007). Além disso, por meio de
outros mecanismos denominados indiretos, no qual a leptina atua para reduzir a
secrecdo de insulina. Dentre eles, demonstrou-se que a leptina afeta as funcdes
dos osteoblastos, diminuindo a atividade da OC, e consequentemente podendo
inibir a secregéo de insulina (Friedman e Halaas, 1998, Kieffer e Habener, 2000;
Ducy e cols, 2000; Hinoi e cols, 2008). Estudos revelam que a leptina inibe a
funcdo endocrina do esqueleto por meio de 3 passos de uma cascata: (1) a
leptina aumenta o tbnus simpéatico (2) A atividade simpatica aumentada aumenta
a expressdo do gene esp nos osteoblastos (3) a expressao desse gene diminui
a bioatividade da OC (Hinoi e cols, 2008).

Estudos clinicos comprovaram a relacdo entre leptina e disturbios
metabolicos. Bastard e colaboradores em 2006 relatam que a leptina € um
importante marcador de massa gordurosa corporal, apresentando associacao
direta com o IMC. Kajikawa e cols em 2011, estudaram 104 individuos (59
homens e 45 mulheres) diagnosticados com SM e verificaram que a Leptina se
correlacionou de forma positiva com circunferéncia da cintura, IMC e HOMA,
além disso, o estudo demonstrou que a leptina se associa positivamente com
fatores de risco presentes na SM enquanto que os niveis de adiponectina foram
negativamente associados a SM. Esteghamati e cols (2008), realizou um estudo
com 2309 pacientes iranianos diagnosticados com SM em diferentes graus de
obesidade, foram 1.511 individuos ndo obesos, 535 eram moderadamente
obesos, 176 eram severamente obesos e 87 eram obesos morbidos. Nesse
estudo foi verificado que o HOMA foi significativamente correlacionada com o
IMC em todos os individuos. Esses achados corroboram nossos dados que
também mostraram correlacao positiva da Leptina com os valores de IMC (R2=
0,149 p=0,012); além disso demonstramos correlacdo negativa com os niveis de
adiponectina.

No nosso estudo, a redugdo da modulagdo simpato-vagal foi
acompanhada da reducéo dos niveis de leptina e aumento da adiponectina.
Dessa forma, podemos inferir que a redugcdo dos niveis de leptina pode ser

decorrente, pelo menos em parte, de alteracdes na ativacdo autondmica no
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tecido adiposo (reducdo da atividade simpatica). Outro potencial mecanismo,
seria a reducdo da leptina dependente da reducdo da atividade inflamatéria
também nesse tecido (atividade parassimpatica). Ainda que no nosso estudo
ndo seja possivel a distincdo desses mecanismos, dados indiretos

demonstraram que, de fato, ocorreu reducéao de marcador inflamatério sistémico.

O receptor de membrana CD40 é expresso em células do sistema imune
e em células da parede vascular. Quando ativado, através de seu ligante CD40L,
desencadeia uma série de processos celulares destinados a ativacdo da resposta
imune. Nas células apresentadoras de antigenos, a ativacdo de CD40 é
fundamental para decisdo do sistema imune de criar uma resposta eficaz ou
tolerancia, e a disfuncdo nessa via de sinalizacdo esta presente na patogénese
de doencas autoimunes, aterosclerose e sepse. Ensaios desenvolvidos para a
deteccdo do CD40L soluvel (sCD40L) foram fundamentais para a compreensao
do papel dessa via de sinalizacdo em doencas humanas (Souza, 2007).

Estudos demonstraram que pacientes com fatores de risco para doenca
coronariana, como hipercolesterolemia familiar (Semb e cols, 2003) ou diabetes
(Varo e cols, 2003), possuem niveis séricos mais elevados de sCD40L. Natal e
cols (2008), estudaram 374 individuos, sendo 128 diagnosticados com SM e 246
saudaveis e verificaram que a expressao de sCD40L estd aumentada em
pacientes com SM com relacdo aos saudaveis. Além disso, mondcitos
circulantes em pacientes com SM expressam mais CD40 e CD40L do que nos
controles. A adiponectina diminui a expressdo de CD40L em mondcitos e células
endoteliais, sugerindo que sistema CD40/CD40L ¢é de relevancia fisiopatolégica
na SM, além disso, sugeriram que a adiponectina tem um novo efeito anti-
inflamatério por meio da modulagcdo do sistema CD40/CD40L, tanto em
macréfagos quanto em células endoteliais, podendo ser um mecanismo no qual
a adiponectina age protegendo a vasculatura. Nossos achados demonstraram
correlacdo positiva do sCD40L com os niveis de insulina (rs=0,408 p=0,001) e
HOMA (rs= 0,389 p= 0,003). Além disso, houve correlacdo negativa dos niveis
de adiponectina com os niveis de sCD40L (rs=-0,402 p=0,001), corroborando um

efeito protetor da adiponectina.
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Estudos sugerem que a regulacao dos niveis de sCD40L no tratamento
da obesidade (Desideri e Ferri, 2003; Schernthaner e cols 2006) e diabetes (Varo
e cols, 2003) podem resultar em menor risco de desenvolvimento de DCV.

Schernthaner e cols (2006) demonstraram que niveis menores de sCD40L
circulante, melhoram a resisténcia a insulina e a inflamacéo crénica em pacientes
com obesidade mérbida apds a cirurgia bariatrica. Os niveis circulantes de
sCD40L em pacientes com obesidade morbida foram intimamente relacionados
ao HOMA, niveis de insulina, triglicerideos e aos biomarcadores inflamatérios
(MCP-1 e hsCRP) no estado pré-operatorio.

No nosso estudo, houve, com a estimulagédo colinérgica, reducdo dos
niveis de sCD40L (5102,92 + 4474,54 vs 1756,06 + 2542,07 pg/mL) e aumento
da adiponectina (8,88+2,1 vs 9,77+2,64 ug/mL), corroborando mais uma vez com
os dados da literatura sobre a hipétese da adiponectina ter efeitos sobre a
modulacdo dos niveis de sCD40L, e consequentemente, uma ac¢do anti-
inflamatoéria. Podemos enfatizar o papel central da modulacdo autonémica na
modulacdo da resposta inflamatéria na SM. Além disso nosso estudo mostrou
correlacéo positiva da adiponectina com o aumento da atividade parassimpatica
(componente HF da VFC) (rs=0,293 p=0,024), negativa com a atividade
simpética (componente LF da VFC) (rs=-0,292 p=0,025) e melhor balanco
simpato-vagal (relacdo HF/LF da VFC) (rs=-0,282 p=0,031).

E reconhecido que portadores de SM apresentam problemas
cardiovasculares precoces, podendo-se inferir que esses individuos possuem
um envelhecimento antecipado do sistema. Um dos reguladores do processo de
envelhecimento a nivel molecular € o gene Klotho. O gene  Klotho foi
identificado quando, em um experimento com camundongos hipertensos, um
gene foi acidentalmente interrompido, e resultou em um conjunto de
caracteristicas que se assemelham a uma falha prematura de multiplos 6rgaos
gue antecipam ao envelhecimento e mortalidade (Kuro-o e cols, 1997; Takeshita
e cols, 2004; Wang e Sun, 2009). Camundongos induzidos a deficiéncia de
Klotho manifestaram varios disturbios relacionados com a idade observada em
humanos, incluindo aterosclerose, infertilidade, atrofia da pele, osteoporose,

enfisema pulmonar, calcificacao ectdpica e vida util curta (Ikushima e cols, 2005).
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Saito e cols, estudaram o gene Klotho utilizando um modelo animal
experimental de doenca aterosclerotica Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
(OLETF), que apresentam multiplos fatores de risco aterogénicos (por exemplo,
hipertenséo, obesidade, hiperglicemia grave e hipertrigliceridemia) e verificaram
que a liberacdo do gene klotho mediada por adenovirus pode (1) melhorar a
disfuncdo endotelial vascular, (2) aumentar a producdo de Oxido nitrico, (3)
reduzir a pressao arterial elevada e (4) prevenir a hipertrofia da média e fibrose
perivascular. Com base nestas constatacfes, concluiram que a expressao do
gene klotho melhora a disfuncéo endotelial através de uma via envolvendo éxido
nitrico e esta envolvida na modulagéo da fungéo vascular (Saito e cols, 2000).

Arking e cols, aplicaram dois marcadores polimorficos de microssatélites
recentemente caracterizados, flanqueando o gene num estudo de associacéo
baseado na populacao para determinar se a variacao no locus KLOTHO humano
contribui para a sobrevivéncia. Nesse estudo eles identificaram um alelo,
denominado KL-VS, contendo seis variantes de sequéncia em desequilibrio de
ligacdo completo, dois dos quais resultam em substituicdes de aminoacidos
F352V e C370S (Arking e cols 2002). Em 2011, Majumdar e Christopher,
verificaram a associacao dessas variantes do gene Klotho (KL-VS) com a SM.
Verificaram que os portadores do gendétipo VV da variante KL-VS apresentavam
risco aumentado para SM, o que poderia estar relacionado com a sua
susceptibilidade a hipertenséo arterial, a elevada glicemia de jejum e a tendéncia
para hipertrigliceridemia. Juntamente com estes trés marcadores da SM,
também foi possivel estabelecer uma associacdo da variante com a RI
(Majumdar e Christopher, 2011). Embora a avaliacdo da RI ndo esteja incluida
na definicdo de SM do NCEP, ela tem sido considerada como uma das principais
causas subjacentes da SM, conforme descrito anteriormente. Os achados do
estudo de Majumdar e Christopher indicaram que o Klotho tem um impacto em
multiplos aspectos da SM, incluindo PA, metabolismo lipidico, bem como RI.
Nzietchueng e cols (2011) estudaram um total de 1023 pacientes que
participavam de dois grupos de um estudo de coorte, um grupo chamado
STANISLAS com 1006 familias sem doencas crénicas ou agudas do centro de
medicina preventiva de Vandoeuvre-lés-Nancy do leste da Franca (individuos

jovens e supostamente saudaveis) (Visvikis-Siest e Siest, 2008) e o0 outro grupo
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chamado “ERA” selecionados de uma coorte parisiense, contendo 345 homens
e 162 mulheres que realizaram exames de saude na clinica de investigagao e
prevencao (individuos de mais idade). Nesse estudo os autores verificaram que
0 genotipo KL-VS foi significativamente associado com menor PAS e presséao de
pulso (PP) tanto nos individuos jovens quanto idosos e que esse genotipo estava
relacionado aos niveis de PA ao interagir com o tratamento anti-hipertensivo.
Concluindo que esse genotipo KL-VS pode estar associado a diminuigéo do risco
cardiovascular e pode interagir com o tratamento anti-hipertensivo para reduzir
a PA, isso possibilitaria identificar subgrupos de hipertensos adultos que
poderiam ter uma resposta benéfica com terapias anti-hipertensivas
(Nzietchueng e cols, 2011).

Mais recentemente, Kim e cols (2015) realizaram um estudo de reviséao
sobre o Klotho, no qual reafirmaram que as trés formas da proteina Klotho tém
funcgBes distintas. A proteina de membrana Klotho funciona como um co-receptor
obrigatério para FGF23, que esta envolvido no envelhecimento e no
desenvolvimento de doencas cronicas através da regulacdo do fosfato (Pi) e
metabolismo da vitamina D. O Klotho secretado (solavel) funciona como um fator
humoral com efeitos pleiotrépicos, incluindo a regulacdo do estresse oxidativo, a
sinalizacdo do fator de crescimento e a homeostase idnica. O Klotho secretado
também esta envolvido na protecdo de 6rgaos. A forma intracelular de Klotho
suprime a inflamac&o mediada por senescéncia celular e metabolismo mineral
(Kim e cols, 2015). Nos seres humanos, a forma soluvel do Klotho é
predominante (Matsumura e cols, 1998) e diminui com a idade (Xiao e cols,
2004).

Um estudo recente com 31 adolescentes polonesas diagnosticadas com
anorexia nervosa e 29 controles, verificou correlacdo positiva entre a proteina
Klotho com peso, IMC, insulina e HOMA somente nos pacientes com anorexia
nervosa (Oswiecimska e cols, 2015). Em contrapartida, outro estudo comparou
11 pacientes obesos, 12 pacientes com anorexia nervosa e 11 pacientes
saudaveis e verificou niveis mais baixos da proteina Klotho em pacientes obesos
e com anorexia nervosa quando comparado ao grupo controle (Amitani e cols

2013). Outros estudos demonstraram gque néo ha correlacdo do Klotho com IMC



59

em individuos saudaveis tanto adultos quanto criancas (Pedersen e cols 2013;
Gkentzi e cols, 2014; Oswiecimska e cols, 2015).

Donate-Correa e cols, verificaram também em um estudo de revisado, que
a proteina Klotho, além de seu papel como um regulador da fosfatemia, também
esta envolvido na manutencédo da saude cardiovascular, sendo associado suas
alteracdes com o desenvolvimento de danos cardiovasculares e aumento da
morbimortalidade. Os mecanismos moleculares do Klotho n&o s&o bem
compreendidos, mas uma area de pesquisa emergente relaciona a deficiéncia
de Klotho com a patologia vascular. Alteracbes dessa proteina tém sido
associadas com complica¢des cardiovasculares como: inflamacgéo, calcificagéo
vascular e disfuncéao endotelial (Donate-Correa e cols, 2015).

Maekawa e cols (2009) demonstraram que o0 mecanismo de regulacéo da
inflamacéo pela proteina Klotho pode ser baseado na inibicdo da atividade de
NFkB no endotélio.

No nosso estudo, o Klotho ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa apds o tratamento com Galantamina, no entanto, foi o primeiro da

literatura a demonstrar uma correlacdo positiva com a OCd (R2=0,100 p=0,049).
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6. CONCLUSAO

A administragdo de Galantamina, aumentou os niveis circulantes de
OCd e reduziu valores de sCD40L, que sdo considerados, respectivamente,
biomarcadores do metabolismo energético, e de inflamacdo e disfuncao
endotelial. Podemos inferir que a melhora da RI com uso da Galantamina,
previamente demonstrada, pode ser mediada, pelo menos em parte, por
modulacao nas vias dependentes da OCd e sCD40L. As correlagbes detectadas
entre OCd e sCD40L com diferentes parametros autondmicos e metabdlicos, e
leptina / adiponectina, corroboram o conceito de que ha grande inter-relacéo
entre 0s sistemas: nervoso — tecido adiposo — 0sso.

Em conjunto, esses dados demonstram que o aumento da estimulacéo
colinérgica melhora o perfil metabdlico, inflamatério e energético em pacientes
com SM. Futuros estudos sdo necessarios para elucidar o impacto dessas
alteracdes no desenvolvimento das doencas cardiovasculares e consolidar a

estimulacdo colinérgica como potencial alvo terapéutico na SM.
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8. ANEXOS
ANEXO 1

Casuistica e Meétodos do projeto “Efeitos da Galantamina sobre
biomarcadores inflamatorios e adipocinas em pacientes com Sindrome

Metabolica”

Delineamento do Estudo:

Tratou-se um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, placebo-
droga (paralelo), e seguiu as recomendacdes do CONSORT Statement para
publicacdo de estudos randomizados controlados (www.consort-
statemant.org). Desta forma, tanto pesquisadores quanto participantes do
estudo estavam “cegos”, no que se refere a administragao e ao uso de droga ou
placebo, na realizacdo e analise dos exames, durante todo o protocolo de

pesquisa.

As avaliacdes clinicas foram realizadas no Ambulatorio da Unidade de
Hipertensdo 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 nao foi prescrito um programa especifico
de atividade fisica (supervisionada ou ndo). A duracdo de participacdo dos

individuos foi de aproximadamente 17 semanas.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa o
Instituto do Coracao (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 o numero: NCT02283242.

Os participantes foram informados sobre o estudo e a participacdo dos
mesmos se deu apenas apoés 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 Sdo Paulo.

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

As capsulas foram acondicionadas em local seguro e sob temperatura

controlada dentro das instalacfes da Unidade de Hipertensédo do Incor/[FMUSP.

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

investigacdo 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 administracdo, dose, posologia e motivo do
uso). As informacdes relevantes do diario foram transcritas para o prontuario do

participante.

Casuistica

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

mulheres, na faixa etaria de 18 a 59 anos.
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Calculo amostral

Por se tratar do primeiro estudo clinico usando Galantamina em
portadores de SM, o calculo 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 Doenca 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 inflamatérias, 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.

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 = 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

- Pressao Arterial Sistémica de consultorio: sistélica = 130 e/ou diastolica 2

85 mmHg

- glicemia de jejum = 100mg/dl

2. Manutencdo de peso e dieta estaveis por pelo menos 6 meses até a
entrada no estudo;

3. Na&o apresentar doencga crénica que indicasse o0 uso de medicacgoes;

4. Estar apto a declarar consentimento por escrito e cumprir as etapas do
estudo durante toda a duracdo do mesmo (retornos agendados para

avaliacao e realizacdo de exames);
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Critérios de Exclusao

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

1.

9.

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

Niveis de TGO ou TGP 2 200U/L;

Pressao Arterial Sistémica de consultorio =2 maior ou igual 160 mmHg,
e/ou pressao diastolica em repouso = 100 mmHg;

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

Em uso de drogas que apresentam intera¢do conhecida ou provavel com
a Galantamina: Amitriptilina, Fluoxetina, Fluvoxamina, Cetocoazol,
Oxibutinina, Paroxetina, Quinidina, uso de inibidores de recaptacao de
serotonina;

Jéa participante de programas de exercicios regulares, definidos como 90
minutos de atividade por semana;

Histéria médica, diagndstico prévio, ou exames complementares
anteriores que indicassem presencas de arritmias cardiaca, doenca
coronariana, doenga valvar, insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, doenca hepética aguda ou crénica, insuficiéncia renal
(creatinina sérica = 2 mg/dl), disturbios da tireéide, doencas inflamatérias
cronicas, neoplasias, estado de positividade para HIV, outras doencas
debilitantes e gestacao ou desejo de engravidar no decorrer do periodo
do estudo;

Abuso de alcool ou outras substancias nos 12 meses prévias a entrada
no estudo;

Historia de depressdo maior ou pacientes com ideacao suicida;

10. Historia pessoal de desordem alimentar.

Avaliacdo de inclusdo 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

avaliacdo incluiu: o registro de dados demograficos, inquérito sobre

medicamentos utilizados, resultados de exames prévios e os resultados dos
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exames realizados no decorrer do protocolo, avaliacdo antropométrica e a

investigagdo de sintomas adversos.

Avaliacdo 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 balanca Filizola. indice de massa
corporal (IMC) — peso (kg)/estatura®(m). Para determinacdo da classificacdo do
IMC foi adotada a classificacdo da OMS (2006).

Também foi realizado, antes e apds o término do tratamento, um exame
neurolégico minucioso por um especialista (neurologista) que incluiu: avaliacao
neuropsicoldgica qualitativa (presenca ou ndo de apatia, indiferenca, diminuicéo
no fluxo verbal, diminuicdo ou auséncia de fala espontanea, estereotipias,
atividade motora sem propdosito e impropriedades sociais como intrusées entre

outros) e testes neuropsicolégicos.

Exames laboratoriais

Exames laboratoriais foram realizados antes da randomizacéo para uso da
medicagdo e no término do tratamento. Amostras obtidas por meio da punc¢ao
venosa na regiao cubital (30 mL de sangue) foram utilizadas para as dosagens

hormonais, bioquimicas, de estresse oxidativo e de marcadores inflamatorios.

Exames laboratoriais bésicos (bioquimicos e hormonais): perfil lipidico
(colesterol total e fracdes), triglicerideos, TSH, T4 livre, TGO, TGP, beta HCG

(para as mulheres), glicose, hemoglobina glicada, insulina, creatinina e
hemograma completo. 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 Associacao Fundo de Incentivo a Pesquisa (AFIP

Medicina Diagndstica).
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Marcadores _inflamatérios: TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-10, sCD40L, leptina e

adiponectina. Para avaliagdo destes marcadores inflamatorios foi realizada logo

apos (20 -30 minutos) a coleta de 10 ml de sangue periférico, em tubos contendo
EDTA como anti-coagulante, a centrifugacéo a 3000 rpm por 20 minutos a 4°C.
Em seguida, o plasma foi aliquotado em eppendorfs, congelados em nitrogénio
liguido e estocados no freezer a -70°C por um periodo que nédo ultrapassou 12

meses.

A coleta, centrifugacdo, aliguotagem e armazenamento também foram
realizados pela aluna deste estudo no Laboratério de Pesquisa Clinica da
Unidade de Hipertensdo do Incor/USP, conforme orientacdes 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 fluoroforos especificos.
Utilizando proporcdes precisas desses dois fluoréforos, podem ser criados 100
conjuntos diferentes de microesferas que sédo identificadas em codigo de cores
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 ndo reversiveis. Depois que o0 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 citdmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta
(classifica) a microesfera (cddigo de cor para o ensaio), e o segundo feixe de
laser quantifica o sinal de reporte de cada microesfera. Cabe destacar que esse
meétodo de dosagem de biomarcadores € indicado quando se almeja a analise
de um perfil de fatores em interagdo, num quadro determinado. O meétodo
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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, superoxido dismutase, glutationa peroxidase), e os produtos
de peroxidacgdo lipidica (TBARS) e proteica (carbonilas). Além disso, foram feitas

medidas de nitritos e nitratos.

Para obtencdo desses marcadores, seguiram-se as seguintes etapas

metodoldgicas:

Preparo do sangue: Logo apés a coleta de 10 ml de sangue venoso periférico
em tubo com EDTA, procedeu-se a separacao do plasma e preparo dos glébulos
vermelhos com solucao de enzimas:

e Centrifugacdo da amostra em 3000rpm por 20 minutos a 4°C, seguido
de separacao do plasma e subsequente congelamento em nitrogénio.
e Preparo dos globulos vermelhos: apos retirada do plasma, 1 ml dos
glébulos foi aspirado e colocado em tubo seco; a seguir foi adicionado
1mL soro fisiolégico, o conteddo foi homogeneizado e colocado
novamente na centrifuga por 10 minutos a 3000 rpm. Este
procedimento deve foi repetido por 3 vezes, sempre se descartando o
sobrenadante e adicionando soro fisiologico 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 solugédo 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.
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Atividade de enzinas anti-oxidantes

Catalase (CAT) - A taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio é
diretamente proporcional & atividade da CAT. Desta forma, o consumo de H20:2
pode ser utilizado como uma medida de atividade da enzima CAT. O ensaio
consistiu em medir a diminuicdo da absorbancia a 240nm, comprimento de onda
onde ha a maior absorcéo pelo perdxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de
quartzo. Para a realizacdo das medidas foi usada uma solugcdo tampéo
constituida de fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9 L deste
tampéo e 10 pL de amostra de tecido na cubeta do espectrofotémetro, sendo
esta mistura descontada contra um branco de tamp&o fosfato. A seguir foram
adicionados 35 pL de peroxido de hidrogénio (0,3 mol/L) e foi monitorada a

diminuicado da absorbancia no espectrofotometro (Boveris, Chance, 1973).

Superoéxido Dismutase (SOD) - A técnica utilizada foi baseada na inibicao da
reacdo do radical superdxido com o piragalol. Uma vez que ndo se consegue
determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em termos de substrato
consumido por unidade de tempo, se utilizou a quantificacdo em unidades
relativas. Uma unidade de SOD ¢é definida como a quantidade de enzima que
inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do detector. A oxidacao do pirogalol leva
a formacao de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420
nm durante 2 minutos. A atividade da SOD é determinada medindo-se a
velocidade de formacgédo do pirogalol oxidado. No meio de reacdo, foram
utilizados 20 pL de homogeneizado, 973 pL de tampéo Tris-Fosfato a 50 mmol/L
(pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 yL de CAT a 30 umol/L. Esta curva
obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma curva padréo utilizando
trés concentracdes distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi
obtida a equacao da reta para realizacdo 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 padrao uma solucdo de albumina
bovina na concentragéo de 1mg/mL (Lowry et al., 1951).

Medida de peroxidacado lipidica (LPO): Substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) - Para a reacéo, foi adicionado a 150l de plasma, 150pl
de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 8,1% (P/V), 300ul de Acido Tricloroacético
(TCA) (VetecQuimica Fina Ltda.) a 20%(P/V) e 500ul de Acido Tiobarbiturico
(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. Apos
este procedimento os tubos foram centrifugados a uma velocidade de 4000 rpm
durante 5 minutos (Eppendorf AG, Alemanha). Retirou-se 200ul do sobrenadante
gue foi adicionado a um poco de placa de Elisa. A leitura foi feita a 535nm em

um leitor de Placa de Elisa (Buege e Austin, 1978).

Medida de peroxidacdo proteica - dosagem de carbonilas - O ensaio para
deteccdo das carbonilas € uma das técnicas utilizadas para a determinacéo 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 acidos e solventes
organicos e incubacao 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 acido 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
padrdo de proteina, com albumina, com a absorbancia lida em 280nm no

espectrofotometro (Reznick, Packer, 1994).

Nitritos e Nitratos - Os niveis de nitritos e nitratos no plasma foram medidos
pela reacéo das amostras com o reagente de Griess em microplacas (96 pocos)
em aparelho leitor de ELISA. Aliguotas de 50 pL de homogeneizado de tecido
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foram incubadas com cofatores enzimaticos e nitrato redutase (3U/ml) por uma
30 minutos para converséo 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).

Registro de variaveis hemodinamicas e da modulacdo simpato-vagal

Os registros foram realizados no laboratério de Pesquisa Clinica da
Unidade de Hipertensédo da FMUSP. Os registros tiveram duracao de 15 minutos
com os participantes deitados em repouso numa maca, em situacao confortavel
e em ambiente adequado para a aquisicdo dos sinais (controle de luz e de
temperatura). Antes do registro foi verificado se os participantes se encontravam

em condi¢cOes adequadas para a medida da PA.

Para realizar a medida dos parametros hemodinamicos e dos
componentes do controle autondmico do sistema cardiovascular (balanco
simpato-vagal), utilizou-se inicialmente, o registro das curvas de pressao arterial,
batimento a batimento, pelo método nédo invasivo com o sistema FINOMETER®
(Finometer, Finapres Medical Systems BV, Arnhem, Netherlands).

O equipamento utiliza como principio basico a técnica de
fotopletismografia digital, colocando-se um manguito de presséao circundando a
falange distal de um dedo da mao esquerda (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
hemodindmicos como PA sistélica e diastdlica, frequéncia cardiaca, débito

cardiaco e resisténcia vascular periférica.

Apos esta leitura automatica das ondas de presséao pelo Beatscope, foi
realizada a verificagdo do sinal gerado, por meio da inspec¢do 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 (sequéncia

do intervalo de pulso cardiaco) e o sistograma (sequéncia dos valores da
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pressdo arterial sistdlica). Quando necessario, foi utilizada a interpolacdo das

séries do tacograma e sistograma, para corre¢des das distor¢des indesejaveis.

As curvas de PA foram registradas (1.000 Hz/seg de amostragem) e
armazenadas em outro computador equipado com transdutor de sinais
bioldgicos, para serem utilizados posteriormente na analise da variabilidade da
FC (analise espectral) realizada com um software especifico (CardioSeries
Software, Verséo 2.4, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Analise da variabilidade da FC

A modulacdo autondmica cardiaca foi inferida por meio da analise da

variabilidade da FC (VFC) no dominio da frequéncia.

A analise no dominio da frequéncia foi realizada utilizando a Transformada
Rapida de Fourrier. Para tal foi utilizada uma interpolacdo de 4 Hz com
segmentos de 512 pontos. A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de

frequéncia de interesse:
1) HF: frequéncias altas, entre 0,4 e 0,15 Hz — modulacdo Parassimpatica;
2) LF: frequéncias baixas, entre 0,15 e 0,04 Hz — modulacdo Simpatica;

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 balan¢o autonémico, de acordo
com a férmula: LF/HF = LF ms?/HF m?
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Exames de imagem

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

padronizacao da técnica estdo apresentados no Anexo 7.

Monitorizagcdo Ambulatorial da Pressao Arterial - MAPA

Para acessar o comportamento circadiano da PA utilizamos a MAPA com
emprego do equipamento Spacelabs Healthcare®, que dispbe do método
oscilométrico para aquisicdo das medidas, com manguito aplicado no brago. 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 recomendacfes da IV Diretriz para uso da
Monitorizacdo Ambulatorial da Pressdo Arterial da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (Alessi et al, 2005) para os protocolos de instalagéo e retirada do
aparelho, niumero de afericdes, recomendacdes ao paciente, e preenchimento

do diario de atividades.

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

(sono).

Seguimento do estudo

12 Avaliacao / Avaliacao 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)
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para serem submetidos a coleta de sangue para realizacdo de testes

laboratoriais de rotina.

22 Avaliacdo— Confirmacao dos critérios de inclusdo/exclusdo e Randomizacao
(dia 0)

ApOs 7 dias da primeira avaliagdo (sendo permitido 48h de desvio) os individuos

realizaram a segunda avaliagdo, na qual foram confirmados os critérios de

inclusdo 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 calculo das variaveis

hemodinamicas e de modulagcédo autonémica (Finometer)
- Avaliacao neurologica 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 realizacdo desses passos, 0s participantes foram incluidos no
estudo, e receberam as embalagens da medicacéo de forma randomizada, isto
€, contendo droga ou placebo de acordo com sequéncia numeérica 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 medicacdo para 4 semanas, e foram

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

avaliacdo seguinte.

32 Avaliacdo — Semana 1

Apos 7 dias da randomizacdo (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 justifiquem a interrupcdo do estudo
(descritos posteriormente), foram orientados a continuar a tomar a medicacao
que foi dispensada na randomizacéao e retornar em 3 semanas com as cartelas

que continham a medicagao.

42 Avaliacdo- Semana 4

Apéds 4 semanas da randomizacao (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 capsulas, 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 Avaliagdo- Semana 8

Apoés 8 semanas da randomizacéao (permitido 48 h de desvio) os individuos foram
avaliados pela 52 vez, 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. Aqueles que ndo apresentaram
efeitos adversos que justificassem a interrupcao do estudo (descritos no anexo
1) foram orientados a continuar a tomar a medicagéo, na mesma dosagem que

0 més anterior (total de 16 mg de Galantamina ou placebo). Foram dispensadas
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mais 4 cartelas, com 2 capsulas de medicamento para serem tomadas 1 x dia.
Os pacientes foram ent&o orientados para retornar em 4 semanas em jejum para

a avaliacéo final e para trazerem as cartelas da medicagéo dispensada.

62 Avaliacdo — Semana 12

Os individuos passaram pela 62 avaliacdo (avaliacao final, T1) para para verificar
especialmente efeitos adversos da droga, para registro de dados
antropometricos (peso e circunferéncia abdominal) e de registro das curvas de

PA batimento a batimento.

Nessa visita todos 0s pacientes realizaram novamente:

- Tomografia computadorizada de abdome e térax;

- Avaliacdo neuroldgica completa, incluindo os Testes cognitivos;

- Coleta de sangue para analise bioquimica geral e de citocinas inflamatérias e

marcadores do estresse oxidativo;

- MAPA

Financiamento

O projeto teve suporte financeiro da Fapesp (Processo:13/22250-9) e do
CNPq (Processo: n° 457581/2013-1).



ANEXO 2

Tabela 4. CorrelagBes de Pearson (r) para os valores pré tratamento.
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Peso CA IMC PAS PAD Glic HDLc TG LDL Col HOMA sCD40L Ins Occ OCd Klotho Adip Lept LFnu HFnu LFHF

Peso r 1 809" 664" 236 1225 -075 ,102 ,156 ,000 ,010 299" -080 ,093 -114 -206 ,036 ,058 ,026 ,121 -104 111
p 000 ,000 ,069 ,084 ,569 ,437 ,234 1,000 940 024 545 490 ,384 ,114 785 661 ,845 362 ,435 404

CA r 1 743" 042 140 -026 205 ,013 ,52 ,152 293" -008 ,094 -185 -234 -062 -061 ,124 ,051 -035 ,014
p 000 ,749 285 842 115 923 254 248 027 950 482 157 072 638 ,642 355 ,701 ,793 916

IMC 1 1 064 2114 -053 300" -137 ,092 036 ,330° 034 138 -111 -213 -110 ,050 ,366  -128 ,151 -147
p 627 384 685 ,020 296 494 ,786 012 797 303 ,401 ,102 401 ,703 005 ,332 253 ,268

PAS 1 1 802" -052 -031 ,173 ,118 ,163 041 -199 333" ,079 -147 061 ,120 051 ,184 -178 ,206
p 000 694 813 ,187 377 ,213 ,760 127 011 550 261 642 359 ,701 164 177 117

PAD r 1,000 ,048 154 ,112 227 ,093 -180 289" -054 -050 ,047 -034 134 129 -128 ,176
p |:| Hemodinamicos 998 716 ,239 ,403 ,081 490 ,169 ,028 ,684 ,706 ,720 ,799 315 ,332 ,334 ,183
Glicose r 1,063 ,140 ,093 ,158 ,030 ,090 -131 -128 045 ,124 ,001 -110 -063 ,071 -042
p 634 285 486 227 ,823 493 326 332 ,733 347 997 412 ,637 593 752

HDLc r 1 -183 -049 ,210 018 012 077 -260 -155 -167 ,(132 ,126 -134 ,148 -121
p 162 716 ,108 ,897 927 564 ,045 237 203 ,315 347 312 262 ,360

TG r 1 130 329 -065 -004 -072 ,020 -069 ,99 -065 -244 233 -238 ,251
p 331 010 631 978 593 878 ,600 ,128 ,623 ,065 ,076 ,069 055

LDLc 1 851" 152 -006 ,110 ,034 -176 -291° ,008 ,039 -108 ,109 -153
p 000 267 963 418 802 ,185 026 953 ,775 425 419 257

Col r 1 163 -031 121 -075 -171 -208 ,002 -061 -095 ,097 -100
p |:| Metabélicos 226 814 365 567 192 111 990 648 473 466 453
HOMA r 1 039 969" -073 -167 -052 ,130 -050 -197 ,192 -218
p 775 000 590 214 699 ,335 717 ,146 157 106
sCD40L r 1 -037 ,138 ,008 -108 ,109 ,058 -050 ,062 -138
p 785 294 951 411 409 ,668 ,709 ,640 296

Ins r 1 -008 -204 -066 ,20 -111 -027 ,025 -094
p 955 125 621 368 ,414 844 856 485

Occ r 1 044 312" -217 -003 ,075 -090 ,094
p 741 015 096 979 570 497 480

ocd r 1 314" -094 059 -288" 296 -274°
p 015 474 660 027 ,023 ,036
Klotho 1 -155 -161 ,074 -060 ,081
p 237 227 576 652 540

Adip 1 082 ,037 -008 -010
p 542 780 ,954 939

Lept r 1 -052 ,064 ,019
p [ ] Marcadores 702 638 888

LFnu r 1 -992" 912
p ,000 ,000

HFnu r 1 -920"
p I:l Autdnomicos - VFC ,000

LFHF r 1

*#p<0,01 *p<0,05
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ANEXO 3

Tabela 5. Correlagcdes de Spearman (rs) para os valores de A

APeso ACA AIMC APAS APAD AGlic AHDL ATG ALDL ACol AHOMA AsCD40L Alns. AOcc AOCd AKlotho AAdip ALept ALF AHF ALFHF

APeso 1 175 997" 082 -065 -107 -002 350" ,118 ,252 083 ,192 ,113 105 -030 260" ,101 034 -219 220 -2228
,180 ,000 ,533 ,619 ,415 ,988 ,009 ,400 ,064 540 141 400 427 819 045 443 798 ,096 ,093 ,083
ACA r 1 ,183 -084 -133 ,124 ,196 ,084 -162 -021 ,196 ,007 205 -086 ,104 -036 -115 ,174 ,031 -038 ,049

o

P 161 522 310 345 ,151 541 246 877 144 957 123 511 429 787 383 ,192 815 ,778 713
AMC T 1 067 -078 -096 -014 359 ,118 250 ,094 195 127 082 -050 254" ,088 040 -210 212 -230
p 610 554 464 922 007 399 ,066 488 136 341 532 ,707 050 503 ,768 ,110 ,107 080

APAS 1 1 5217 -296° -039 ,099 -127 -081 -088 014 -009 -039 -048 026 -030 -083 -187 ,L180 -179
p 000 022 778 474 365 557 513 915 946 ,768 716 842 820 536 ,157 ,172 176

APAD r|:| Hemodinamicos 1  -008 -028 014 -072 -070 -114 173 -087 -019 (126 ,020 -024 -041 ,018 -010 ,075
p 951 ,840 919 611 613 399 187 514 883 339 881 853 ,761 ,895 ,941 574
AGlicose r 1 038 040 ,186 ,205 274 046 138 -056 086 ,165 -106 ,334° ,086 -073 ,094
p 781 774 181 132 039 728 303 673 512 208 422 010 519 583 479

AHDL  r 1 170 ,189 501" -035 -012 000 ,098 044 -016 083 -054 ,063 -049 097
p 216 ,174 000 804 932 998 478 ,750 906 546 702 651 ,727 483

ATG 1 1 -119 371" -022 018 -023 098 -097 ,116 -124 ,189 -114 ,L100 -053
P 397 ,005 876 898 867 476 483 398 369 ,176 412 470 703

ALDL r 1 762" 017 061 ,043 044 -018 219 062 ,083 -051 ,068 -037
p ,000 904 663 764 ,757 899 116 660 564 ,720 633 796

ACol r|:| Metabélicos 1 014 124 038 090 010 173 009 212 -052 ,064 -020
p 922 367 782 512 943 207 949 128 711 645 887
AHOMA 1 1 389" 976" -042 -212 181 -122 336  ,169 -158 139
p 003 000 ,754 ,113 178 367 012 214 245 306
AsCD40L r 1 408" 010 -221 292" -402" 3717 ,197 -203 126
p 001 942 090 024 001 ,004 ,36 122 343

Alns. 1 1 -061 -257 ,184 -099 282" ,149 -137 ,103
p 651 051 167 460 ,035 ,269 ,308 445

AOcc 1 1 068 -112 -002 -094 055 -045 021
P 607 393 989 481 677 737 876

AOCd 1 1 074 097 -097 -105 091 064
p 574 462 469 430 491 628
AKlotho  r 1 132 -152 -072 ,059 -011
p 315 256 586 ,657 ,935

AAdip T 1 -5977 -292° 293" -282°
p 000 025 024 031

Alept r|:| Marcadores 1 235 -238 274"
p 078 075 039

ALF 1 1 -997" ,900”
p ,000 000

AHF 1 1 -907
p |:| Autdnomicos - VFC 000

ALFHF 1 1

**p<0,01 *p<0,05



