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RESUMO

A tese foi construida a partir da hipdtese de que escolares com dislipidemias tendem a
apresentar alteracdes nas concentracdes séricas de vitaminas antioxidantes lipossoliveis e
exacerbacdo do risco cardiovascular quando comparados com escolares sem dislipidemias.
Logo, os objetivos desse estudo foram investigar as concentracBes séricas de retinol, beta-
caroteno e alfa-tocoferol em adolescentes dislipidémicos e a associagdo entre apolipoproteinas
A-1 e B e razdo apolipoproteina B/apolipoproteina A-l com o risco cardiometabdlico. A
populacdo estudada incluiu 104 adolescentes recrutados de escolas publicas do Recife, entre
marcgo/abril de 2013. Inicialmente foi realizado um estudo do tipo serie de casos de
dislipidemia, com grupo controle acoplado. Foram definidos como casos de dislipidemia
adolescentes com concentragfes de lipoproteinas de alta intensidade < 1,2 uMol/L e
trigliceridemia > 3,4 uMol/L. Foram avaliadas variaveis sociodemograficas, antropométricas,
clinicas e bioquimicas. As concentracdes séricas de retinol, beta-caroteno e alfa-tocoferol
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Adolescentes dislipidémicos
apresentaram concentracdes séricas elevadas de retinol (p= 0,007) e da razdo beta-
caroteno/apolipoproteina A-1 (p= 0,034) e baixas das razdes beta-caroteno/colesterol total (p=
0,000) e beta-caroteno/apolipoproteina B (p= 0,033). O status sérico de alfa-tocoferol nédo
mostrou associagdo com a dislipidemia. Excesso de peso, obesidade abdominal, marcadores
do perfil lipidico e pressdo arterial sistdlica e diastolica foram mais prevalentes nos
adolescentes dislipidémicos. A associacdo entre as apolipoproteinas A-l1 e B e a razdo
apolipoproteina B/apolipoproteina A-1 com o risco cardiometabdlico foi investigada mediante
corte transversal na populacdo elegivel, onde foram avaliadas variaveis clinicas, bioquimicas,
antropométricas e sociodemograficas. As apolipoproteinas foram analisadas por
Imunoturbidimetria. O aumento da escolaridade materna associou-se com concentragdes
séricas mais baixas de apolipoproteina A-1 e mais elevadas da razdo apolipoproteina
B/apolipoproteina A-I. Indice de massa corporal, circunferéncia da cintura, circunferéncia da
cintura/altura, triglicerideos, colesterol/HDL e apolipoproteina B/apolipoproteina A-I
mostraram redugdo com a progressdo da distribuicdo percentilar das concentragdes de
apolipoproteina A-1, enquanto que HDL e apolipoproteina B aumentaram entre o primeiro e o
altimo quartil das concentracdes de apolipoproteina A-I. Pressao arterial sistolica, indice de
massa corporal, circunferéncia da cintura, circunferéncia da cintura/altura, colesterol, LDL,
triglicerideos, colesterol/HDL e LDL/HDL apresentaram aumento progressivo na distribuicéo
em quartis das concentracbes de apolipoproteina B e da razdo apolipoproteina
B/apolipoproteina A-1. Os niveis séricos de alfal-glicoproteina acida aumentaram pari passu
a progressado percentilar de apolipoproteina B. Género, idade, percentual de gordura corporal e
glicemia ndo apresentaram diferencas entre os quartis das apolipoproteinas isoladas, bem
como da razdo apolipoproteina B/apolipoproteina A-l. Tomados em conjunto, os achados
evidenciam associacdes da vitamina A com a dislipidemia e das apolipoproteinas A-1 e B e da
razdo apolipoproteina B/apolipoproteina A-1 com biomarcadores convencionais clinicos,
bioquimicos e antropometricos de risco cardiometabdlico. Investigagdes adicionais nesse
grupo de risco sdo necessarias para elucidar os mecanismos de acdo da vitamina A na
patogénese da sindrome dislipidémica, visando a reducdo de riscos cardiometabdlicos desde
idades precoces. De forma semelhante, estudos prospectivos sdo salutares para se avaliar a
pertinéncia da implementacdo da anélise das apolipoproteinas como marcadores laboratoriais
de rotina na pratica clinica.

Palavras-chaves:  Retinol.  Betacaroteno.  Alfa-tocoferol.  Apolipoproteina  A-Il.
Apolipoproteinas B. Dislipidemias. Adolescente.



ABSTRACT

The thesis was constructed based on the hypothesis that schoolchildren with dyslipidemia
tend to present changes in serum fat-soluble antioxidant vitamins and have higher
cardiovascular risk than schoolchildren without dyslipidemia. Thus, the objectives of this
study were to investigate the serum levels of retinol, beta-carotene, and alpha-tocopherol in
dyslipidemic adolescents and the association between apolipoproteins A-lI and B and the
apolipoprotein B-to-apolipoprotein A-I ratio with cardiometabolic risk. The study population
consisted of 104 adolescents recruited at public schools from Recife between March and April
2013. Initially, we conducted a dyslipidemia case study with a control group. We defined as
cases of dyslipidemia adolescents with high-density lipoprotein (HDL) cholesterol < 1.2
uMol/L and triglycerides > 3.4 uMol/L. We assessed sociodemographic, anthropometric,
clinical, and biochemical variables. The serum concentrations of retinol, beta-carotene, and
alpha-tocopherol were analyzed by high-performance liquid chromatography. Dyslipidemic
adolescents presented high serum levels of retinol (p=0.007) and beta-carotene-to-
apolipoprotein A-l1 ratio (p=0.034), and low beta-carotene-to-apolipoprotein B ratio
(p=0.033). The serum status of alpha-tocopherol was not associated with dyslipidemia. Excess
weight, abdominal obesity, lipid profile markers, and systolic and diastolic blood pressures
were more prevalent in dyslipidemic adolescents. The association between apolipoproteins A-
| and B and the apolipoprotein B-to-apolipoprotein A-I ratio with cardiometabolic risk was
investigated by a cross-sectional cut in the eligible population, where we assessed clinical,
biochemical, anthropometric, and sociodemographic variables. The apolipoproteins were
analyzed by immunoturbidimetry. Mothers with higher education level was associated with
lower serum levels of apolipoprotein A-1 and higher apolipoprotein B-to-apolipoprotein A-I
ratio. Body mass index, waist circumference-to-height ratio, triglycerides, HDL-cholesterol,
and apolipoprotein B-to-apolipoprotein A-1 ratio decreased as the percentile distribution of the
apolipoprotein A-1 level increased, while HDL-cholesterol and apolipoprotein B increased
between the first and last quartile of apolipoprotein A-I level. Systolic blood pressure, BMI,
waist circumference, waist circumference-to-height ratio, cholesterol, LDL-cholesterol,
triglycerides, HDL-cholesterol, and LDL-to-HDL-cholesterol ratio increased as the
distribution quartiles of apolipoprotein B and apolipoprotein B-to-apolipoprotein Al ratio
increased. The serum levels of acid alphal-glycoprotein increased pari passu to the percentile
increase of apolipoprotein B. Gender, age, percentage of body fat, and blood glucose did not
differ between isolated apolipoprotein quartiles or between apolipoprotein B-to-
apolipoprotein A-I ratio quartiles. When assessed together, the findings evidence that vitamin
A is associated with dyslipidemia and that apolipoprotein A-I, apolipoprotein B, and
apolipoprotein B-to-apolipoprotein A-l ratio are associated with conventional clinical,
biochemical, and anthropometric biomarkers of cardiometabolic risk. Additional
investigations in this risk group are necessary to elucidate the mechanisms of action of
vitamin A in the pathogenesis of dyslipidemic syndrome to reduce cardiometabolic risk from
early age. Likewise, prospective studies are salutary for assessing the pertinence of
implementing apolipoprotein analyses as routine laboratory markers in clinical practice.

Keywords: Retinol. Beta-carotene. Alpha-tocopherol. Apolipoprotein A-l. Apolipoproteins
B. Dyslipidemia. Adolescent.
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1 APRESENTACAO

As doengas cardiovasculares (DCV) constituem um grave problema de salde publica
no Brasil e no mundo, uma vez que comprometem as condic¢des de vida e saude de elevado
percentual da populagédo, sdo responsaveis pelo maior niamero de dbitos e contribuem com a
maior parcela de despesas hospitalares dos Sistemas de Satde (CHRISTOFARO et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2009). Dentre as DCV, a aterosclerose coronariana constitui uma forma
frequente e potencialmente letal, cuja instalacdo anatomopatoldgica precede, em décadas, 0
surgimento das manifestagdes clinicas (BATISTA et al., 2009).

Hé& evidéncias de que a ocorréncia de fatores de risco para a doenca cardiovascular,
destacando a dislipidemia, constitua uma realidade preocupante mesmo na faixa etaria jovem,
podendo influenciar na velocidade de formacédo de estrias gordurosas precursoras das placas
aterosclerdticas. Estima-se que 40 a 55% das criancas e adolescentes com dislipidemia
mantenham esse perfil lipidico alterado nas décadas seguintes (BONI et al.,, 2010;
FELICIANO-ALFONSO, et al., 2010).

A associagdo entre dislipidemia na infancia/adolescéncia e na idade adulta justifica o
inicio precoce de sua deteccdo e da prevencdo (CARVALHO et al., 2007), sendo de extrema
importancia a identificagdo oportuna de criancas e jovens que correm mais risco de
desenvolver DCV e que podem se beneficiar de uma abordagem focada na prevencédo e
controle da doenca (COBAYASHI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2009).

Dentre 0s mecanismos propostos sobre o papel dos lipidios na génese das DCV,
destaca-se a sua associagdo com o estresse oxidativo, um estado em que 0 excesso de espécies
reativas superpde-se ao efeito dos sistemas antioxidantes, e que pode direta ou indiretamente
estar relacionado a fisiopatologia de doencas cronicas como aterosclerose (CATANIA,;
BARROS; FERREIRA, 2009; SHARGORODSKY et al., 2010).

A quantidade relativa de antioxidantes e prd-oxidantes na dieta pode influenciar a
suscetibilidade de um individuo em desenvolver o estresse oxidativo (SILVA; NAVES,
2001). Nutrientes como o retinol (ALBUQUERQUE; DINIZ; ARRUDA, 2009; TESKE et al.,
2014), o B-caroteno (HOZAWA et al., 2007) e o a-tocoferol (AEBERLI et al., 2006; MOHN
et al., 2005), por suas propriedades antioxidantes, tém sido investigados quanto a capacidade
de modular a atividade do sistema de defesa celular e, assim, proteger o0 organismo contra as

reacdes oxidativas envolvidas em doencas associadas ao estresse oxidativo.



Diante desse contexto, considerando a relevancia sanitaria da dislipidemia e que a
deficiéncia de nutrientes antioxidantes pode se associar com o0 aumento do risco
cardiometabolico, essa investigacdo poderd ampliar a compreensdo desses problemas em
adolescentes escolares, fornecendo subsidios para a definicdo de politicas e programas
focados nesse grupo de risco.

Nesse sentido, a tese foi construida a partir da hipotese de que escolares com
dislipidemias tendem a apresentar alteracdes nas concentracBes séricas de vitaminas
antioxidantes lipossolUveis e exacerbacdo do risco cardiovascular quando comparados com
escolares sem dislipidemias.

Logo, um dos objetivos desse estudo foi investigar o status das concentragdes séricas
de retinol, beta-caroteno e alfa-tocoferol em adolescentes com dislipidemia, sintetizado no
artigo original “Elevated Serum Retinol and Low p-Carotene but not a-Tocopherol
Concentrations Are Associated with Dyslipidemia in Brazilian Adolescents”, submetido a
apreciacdo do corpo editorial para publicacdo no periodico Nutrition Research.

Com o objetivo de investigar a associacdo entre as apolipoproteinas A-l e B e a razao
apoB/apoA-I com variaveis de risco cardiometabdlico em adolescentes, foi elaborado o artigo
original “Apolipoproteins and their association with biomarkers of cardiometabolic risk
among adolescents of Northeast Brazil”, submetido & apreciacdo do corpo editorial para
publicacdo no British Journal of Nutrition.

A tese apresenta, ainda, um ensaio bibliografico, de base documental, a partir de
artigos publicados em revistas cientificas e sites governamentais, utilizando as bases de dados
SciElo, Lilacs e Medline, no periodo de margo de 2011 a outubro de 2014, bem como uma
sintese conclusiva dos resultados, a partir da analise critica do constructo tedrico e dos

achados da pesquisa empirica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dislipidemias na adolescéncia

A aterogénese € um processo gque tem inicio na infancia, com a formacdo de estrias
gordurosas precursoras das placas ateroscleroticas, que evoluem de forma silenciosa e
progridem significativamente nas outras fases do ciclo de vida (BONI et al., 2010;
CARVALHO et al., 2007).

Ha evidéncias de que a rapidez da progressdo e a gravidade das lesdes da
aterosclerose, que surgem ainda na primeira década de vida, sdo proporcionais a presenca € a
agregacdo dos fatores de risco cardiovasculares, que incluem obesidade (MARANHAO et al.,
2011), sedentarismo (CHRISTOFARO et al., 2011), tipo de dieta (NEUTZLING et al., 2010),
hipertensdo arterial (HOSSEINI-ESFAHANI et al., 2011), diabetes mellitus (SHAMIR et al.,
2008) dislipidemias (FRANCA,; ALVES, 2006) e sindrome metabdlica (FRIEND; CRAIG;
TURNER, 2013), ja verificados com prevaléncia importante em criangas e adolescentes. Tais
condigOes exigem medidas preventivas e terapéuticas precoces, visto que tendem a ser
potencializadas no decorrer dos anos.

Historicamente, o Bogalusa Heart Study, iniciado em 1972, constitui o estudo de
maior impacto sobre os fatores de risco para aterogénese na infancia e sua tendéncia de se
perpetuarem durante o crescimento e desenvolvimento. Nesse estudo foram avaliados, numa
periodicidade trianual, aspectos relacionados a dieta, tabagismo, atividade fisica, histéria
familiar, dados antropométricos e lipideos séricos. As principais conclusdes foram que 0s
fatores de risco para aterosclerose iniciam-se na infancia; para cada idade ha valores
considerados normais para indice de Massa Corporal (IMC), lipidemia e pressdo arterial;
dieta, sedentarismo e tabagismo podem influenciar os demais fatores de risco e a educagéo
precoce pode modificar o risco de doenca aterosclerética coronariana ao longo da vida
(BRANDAO et al., 2005; CHEN et al., 2000; FREEDMAN et al., 2007; SRINIVASAN;
MYERS; BERENSON, 2002; XIANGRONG et al., 2004).

A dislipidemia consiste num quadro clinico caracterizado por concentragdes anormais
de lipidios ou lipoproteinas no sangue, determinado por fatores genéticos e ambientais
(PEREIRA et al., 2010). Niveis elevados de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa

densidade (LDL) e triglicerideos (TG), associados a diminui¢cdo nos valores de lipoproteina de



alta densidade (HDL) estéo relacionados com uma maior ocorréncia de doenca aterosclerética
(FRANCA; ALVES, 2006). A literatura tem evidenciado a ascendéncia das dislipidemias em
criancas e adolescentes ao longo dos anos. Embora ndo se tenha até o0 momento dados que
retratem a ocorréncia desse fendmeno em todo o territério nacional, estudos realizados em
diferentes regides do pais tém evidenciado prevaléncias importantes de dislipidemias nessa
faixa etaria (BECK et al.,, 2011; FRANCA; ALVES, 2006; GONCALVES et al., 2012;
KERBER; ANTUNES; CAVALETT, 2010; NETO et al., 2012; PEREIRA et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2009; ROMERO et al., 2014).

Em adolescentes de escolas publicas do Estado de S&o Paulo, importante prevaléncia
de dislipidemia foi encontrada (71.4%), sendo a baixa concentragdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) a de maior ocorréncia (40.7%) (ROMERO et al., 2014).

Em criancas e adolescentes de escolas publicas do Estado da Bahia, Neto et al. (2012)
identificaram uma prevaléncia de dislipidemia de 255% (IC:95% 22,7; 28,3), que foi
associada de forma positiva e estatisticamente significante ao excesso de peso (OR = 3,40;
ICg5%: 2,07-5,58).

Em estudo de base escolar, com adolescentes da regido sul do Brasil, foram
observadas prevaléncias de 25,9% de baixos niveis de HDL e 20,3% de hipercolesterolemia
(BECK et al., 2011).

Carvalho et al. (2007), investigando adolescentes matriculados em uma escola publica
e outra privada do Estado da Paraiba, também identificaram elevada prevaléncia de
dislipidemia (66,7%), sendo registradas maiores frequéncias para a alteracdo de HDL (56,7%)
e TG (11,1%).

No Estado de Pernambuco, estudo incluindo criangas e adolescentes atendidos na
rotina de um hospital pediatrico, observou que cerca de 30% apresentaram um perfil lipidico
aterogénico, caracterizado por altos niveis de TG, CT e LDL (FRANCA; ALVES, 2006).

A importancia do monitoramento dos lipideos sanguineos em populacdes pediatricas
vai além da saude do préprio jovem, considerando a tendéncia desses fatores de risco a saude
cardiovascular permanecerem na vida adulta e se associarem com a mortalidade por doencas
isquémicas do coracdo (BECK et al., 2011).

A dislipidemia aterogénica, associada a Sindrome Metabdlica, se associa a niveis
elevados de triglicerideos séricos combinados a baixas concentracdes circulantes de HDL
(PACIFICO, 2011). Contudo, pardmetros bioquimicos variados tém revelado alteracoes

importantes na lipidemia de criancgas e adolescentes.
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Desde a década de 80, a partir do Bougalusa Heart Study, tem sido verificadas taxas
sanguineas maiores de apolipoproteina B (apo B) e da relacdo apoB/apoA-lI e menores de
apolipoproteina A-l1 (apo A-lI) em criangas cujos pais foram acometidos por infarto do
miocardio, embora os niveis de LDL e HDL estivessem dentro dos limites da normalidade
(FREEDMAN et al., 1986). Assim, o risco de doenca aterosclerdtica parece estar mais
intimamente relacionado ao nimero de particulas aterogénicas circulantes que entram em
contato e penetram na parede arterial do que apenas ao teor do colesterol contido naquelas
fraces lipoproteicas (FORTI; JAYME, 2007).

Postula-se que o risco da dislipidemia encontra-se associado, na maioria dos casos, ao
excesso de ganho ponderal (NETO et al., 2012). Seguindo a tendéncia global, a prevaléncia de
excesso de peso esta aumentando de forma alarmante no Brasil. Dados nacionais apontam que
0 excesso de peso no pais atinge cerca de metade dos brasileiros. Em adolescentes, a
prevaléncia tem oscilado entre 16% a 19% nas Regifes Norte e Nordeste e entre 20% a 27%
nas Regibes Sudeste, Sul e Centro-Oeste (IBGE, 2010).

A associacdo entre o excesso de peso e a dislipidemia € comum mesmo em faixas
etarias jovens. Em adolescentes de escolas publicas do Estado de S&o Paulo, o IMC
aumentado foi positivamente associado com concentragOes sericas inadequadas de LDL, HDL
e TG (ROMERO et al., 2014).

O tecido adiposo é um 6rgdo secretdério ativo que libera numerosos peptideos e
citoquinas na circulagéo, tanto pro-inflamatorias, incluindo fator de necrose tumoral-o. (TNF-
a) e interleucina-6 (IL-6), quanto anti-inflamatdrias, como a adiponectina (BAKKER et al.,
2010). A obesidade altera a regulacdo da producgédo das adipocitocinas, favorecendo o padréo
pré-inflamatorio, que contribui no desenvolvimento das desordens metabolicas associadas ao
excesso de gordura corporal (ZEMEL et al., 2010).

Nos organismos obesos, ha um fluxo maior de acidos graxos livres dietéticos e/ou
enddgenos na corrente sanguinea. Citocinas pro-inflamatérias secretadas pelo tecido adiposo
podem produzir um efeito lipolitico nos depositos periféricos, levando a mobilizacdo da
gordura em direcdo ao compartimento abdominal. Além disso, a enzima lipase, uma
lipoproteina insulinodependente, pode sofrer uma reducéo na atividade sob uma condigdo
resistente, o que pode contribuir para o fenotipo de hipertrigliceridemia (FERREIRA;
NOBREGA; FRANCA, 2009).

As citocinas pré-inflamatorias secretadas pelos adipdcitos na obesidade também agem

no endotélio vascular e favorecem a génese de espécies reativas de oxigénio (ROS),



11

resultantes da oxidacdo de moléculas bioldgicas, incluindo a LDL (AEBERLI et al., 2006;
BRASIL et al., 2007; MARANHAO et al., 2011; SIERRA-JOHNSON et al., 2009).

A associacdo entre lipidios séricos e enfermidades cardiovasculares destaca o papel da
fracdo LDL que, por processos oxidativos iniciados por radicais livres, se converte em
moléculas potencialmente aterogénicas (MEERTENS et al., 2008). Assim, a modificacdo
oxidativa da LDL é considerada um evento chave no desenvolvimento e progressao da
aterosclerose (BOTELHO et al.,, 2012; SILVA; VEIGA; RAMALHO, 2007). Valores
elevados de IMC estdo associados com particulas menores e densas de LDL, consideradas
mais aterogénicas que outras lipoproteinas por serem mais suscetiveis a oxidagdo e possuirem
menor afinidade com os receptores de LDL (SILVA,; VEIGA; RAMALHO, 2007).

Convém salientar ainda que o caminho metabdlico alterado da lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), secundario ao tecido adiposo visceral em excesso, resulta num mais
alto nivel de particulas de LDL, que sdo mais agressivas ao endotélio. A LDL oxidada, por
sua vez, ativa citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo que atraem mais células
sanguineas e plaquetas para a coagulacdo, iniciando o desenvolvimento da aterosclerose
(BAO et al., 2010; MARANHAO et al., 2011).

A HDL, por sua vez, constitui uma lipoproteina anti-aterogénica que exerce
importante papel no transporte reverso do colesterol bem como possui efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes, e tem sido considerada um relevante fator preditor de
peroxidacao lipidica, independente de sexo, idade, género, medidas antropométricas e fatores
de risco inflamatorios ou metabolicos (BOTELHO et al., 2012; ZELZER et al., 2011).

Criancgas e adolescentes obesos tém mais risco de se tornarem adultos obesos, estando
a obesidade associada a aproximadamente o dobro de risco para DCV na idade adulta
(SILVA; VEIGA; RAMALHO, 2007). Dessa forma, torna-se cada vez mais importante a
prevencdo da obesidade na infancia, pois esse estado metabdlico/inflamatorio desfavoravel
pode persistir ao longo dos anos, trazendo graves consequéncias em curto e longo prazos
(BRASIL et al., 2007).

2.2 Estresse Oxidativo e Doenga Cardiovascular

A producdo de espécies reativas resultantes do metabolismo do oxigénio, em

proporcdes adequadas, exerce fungdes essenciais ao organismo, possibilitando a geragédo de
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energia por meio da cadeia transportadora de elétrons, além da fertilizacdo do Ovulo, a
ativacdo de genes e a participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo
(BARBOSA et al., 2010).

As ROS sdo atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio (O,) com um elétron
ndo-pareado em sua Orbita externa. Sdo caracterizadas por grande instabilidade e elevada
reatividade e tendem a ligar o elétron ndo-pareado com outros presentes em estruturas
proximas de sua formacdo, comportando-se como receptores (oxidantes) ou doadores
(redutores) de elétrons (ANDRADE et al., 2010; REIS et al., 2008).

Na mitocondria, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de &gua. A enzima catalisadora dessa reacdo é a citocromo oxidase,
que controla a geracdo de ROS, impedindo o excesso. No entanto, cerca de 2% a 5% do
oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra via metabdlica, e reduzidos
de forma univalente, dando origem aos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

As principais ROS que atuam como sinalizadores moleculares vasculares sdo o anion
superoxido (Oae-), 0 perdxido de hidrogénio (H,O), o radical hidroxil (*OH) e o peroxinitrito
(ONOO-). O Oye- exerce papel central na funcdo vascular, pois é responsavel pela geracéo de
outras espécies reativas, levando a menor biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) por
inativacdo progressiva deste, através da formacdo de peroxinitrito (ONOO-), um potente e
duradouro oxidante, que gera espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) (SIGNORI
etal., 2007).

Os radicais Oz*- e 0 H,O, se combinam na reacdo de Haber-Weiss para produzir o
radical livre hidroxila (OHe-), potencializando o dano oxidativo, uma vez que esse radical é
cerca de 1 milhdo de vezes mais reativo que seus precursores e possui extrema instabilidade
(vida média de 9-10 segundos) (PERCARIO, 2010; BARBOSA et al., 2010). Os radicais O2-
e seus produtos de reducdo, o H,O, e, principalmente, o radical OHe-, promovem a
peroxidacdo lipidica, com lesdo das mitocondrias, lisossomos e da propria membrana celular,
levando a morte das células (PERCARIO, 2010).

O H,0,, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na
sua Ultima camada eletrdnica, € uma espécie com alto potencial reativo. Por participar da
reacdo de geragao de OHe tem agdo deletéria potencial, uma vez que esse se constitui N0 mais
reativo dos radicais livres, capaz de alterar qualquer estrutura celular que se encontre proxima.
Além disso, diferente dos radicais livres, 0 H,O, tem vida longa e é capaz de atravessar as

membranas celulares, sendo potencialmente toxico para as células (BARBOSA et al., 2010).
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Prolongada exposic¢éo aos radicais livres, até mesmo em baixas concentragdes, pode
resultar em danos a moléculas biologicamente importantes e potencialmente conduzir a dano
tecidual e doencas (FANG; YANG; WU, 2002). Os radicais livres ttm como alvos celulares
principais proteinas, lipideos, acido desorribonucléico (DNA) e &cido ribonucléico (RNA), e
sua producdo excessiva ocasiona lesGes na ceélula, alterando sua integridade e,
consequentemente, sua funcionalidade (OLIVEIRA; KOURY; DONANGELO, 2007).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ROS, porém as membranas
celulares séo as estruturas mais acometidas pela peroxidacéo lipidica, sofrendo alteracdes em
sua estrutura e permeabilidade, o que acarreta perdas da seletividade na troca ionica, liberagdo
de compostos citoplasméaticos e formacdo de produtos toxicos (ANTUNES et al., 2008;
BATISTA; COSTA,; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). Uma lesdo da membrana, por sua vez,
expde mais estruturas intracelulares, deixando vulneraveis mitocondrias, lisossomos e
inclusive o DNA, contribuindo para a ocorréncia de mutacGes genéticas que desfavorecem a
regulacdo do ciclo celular e podem provocar morte celular (GOMES, 2007).

Os peroxidos lipidicos, derivados de acidos graxos poli-insaturados, sdo instaveis e se
decompbem para formar uma série de compostos complexos que incluem compostos
carbonilicos reativos, como o malondialdeido (MDA), o qual resulta da oxidagéo da particula
de LDL e cujos niveis estdo elevados em associacdo com fatores de risco cardiovascular como
hipertensao, hiperlipidemia e diabetes (NASSER et al., 2011).

O organismo saudavel, entretanto, possui mecanismos protetores que modulam a
concentracdo dos compostos reativos (BARBOSA, 2008). Os mecanismos de defesa
antioxidantes celulares tém por finalidade prevenir a formacao de radicais livres, converter
espécies oxidantes toxicas em menos tdxicas, preservar a compartimentalizacéo celular - que
é vital para as estruturas celulares - ou promover o reparo do dano causado pelos radicais
livres (PERCARIO, 2010).

Quando a concentracdo das espécies reativas supera a capacidade do organismo em
remové-las, devido a maior producgdo intracelular e/ou a ineficiéncia dos mecanismos de
protecdo antioxidante, ocorre um desequilibrio em favor da formacdo dos radicais,
denominado estresse oxidativo. Tal processo, quando mantido por periodo de tempo
relativamente prolongado, pode promover danos a biomoléculas importantes e comprometer a
salde e a viabilidade celular (BARBOSA, 2008; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011;
CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009).

Sabe-se que a formacao da placa aterosclerética inicia-se com a agressao do endotélio

vascular por diversos fatores de risco, como a elevagéo da LDL (BONI et al., 2010). Assim,
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em especial, a aterosclerose esta intimamente relacionada ao estresse oxidativo, uma vez que,
entre seus principais determinantes, estdo a hiperlipidemia e a hiperglicemia, condi¢Ges nas
quais ocorrem modificacbes na LDL que ativam o endotélio vascular a um perfil pro-
aterogénico (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; SIGNORI et al., 2007).

A disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da camada intima as lipoproteinas
plasmaticas, favorecendo sua retengdo no espago subendotelial e oxidacdo. Lipoproteinas
oxidadas se ligam aos receptores de macrofagos, resultando em acimulo de ésteres de
colesterol e formacdo de células espumosas. Estas medem o recrutamento e a proliferacdo de
células musculares lisas e potencializam a inflamacdo. A LDL modificada por oxidacdo esta
presente nas paredes das artérias na aterosclerose e conduz a desestabilizacdo das placas
aterosclerdticas (BONI et al., 2010; LI et al., 2010).

Essas modificagfes na LDL estdo entre os eventos mais precoces na formacdo da
placa aterosclerdtica, constituindo o elemento chave para a geragdo das células espumosas e
estrias gorduras (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; MOHN et al., 2005; OLIVEIRA,
SCHOFFEN, 2010). Além da oxidacdo da LDL, o estresse oxidativo conduz a liberacdo de
citocinas inflamatorias e favorece um estado pré-trombotico, resultando em disfuncéo
endotelial e lesBes vasculares ateroscleroticas (SHARGORODSKY et al., 2010).

CondicGes de estresse oxidativo podem ser identificadas mesmo em estudos com
criancas (MOHN et al.,, 2005; SILVA; VEIGA; RAMALHO, 2007) e adolescentes
(ALKAZEMI et al., 2008; KELISHADI et al., 2007; PUCHAU et al., 2010a). Considerando a
associacdo do estresse oxidativo com as DCV e as suas repercussdes em faixas etarias tao
precoces, deriva-se a importancia de se conhecer melhor os determinantes implicados no

processo etioldgico de tais agravos.

2.3 Sistema Antioxidante Celular

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, presentes em menores
concentragBes que as do substrato oxidavel, sejam capazes de retardar ou inibir a oxidacéo
deste de maneira eficaz (BARBOSA et al., 2010). Tais substancias podem agir diretamente,
impedindo a formacdo ou neutralizando a acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais,
inibindo o inicio da lipoperoxidacdo, sequestrando radicais livres e/ou quelando ions

metéalicos, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas, ou ainda
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indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade (BARBOSA et al.,
2010; CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

A peroxidacdo lipidica é uma reacdo em cascata, que envolve complexas reacdes em
cadeia auto-propagantes continuas, resultantes das interacfes quimicas entre os acidos graxos
insaturados e as moléculas altamente reativas resultantes do metabolismo do oxigénio
(CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) nas membranas celulares fazem com que
essas sejam potentes geradoras de radicais livres. O radical OHe, pela retirada de um
hidrogénio dos PUFAs da membrana celular, desempenha importante papel na
lipoperoxidacao, sendo considerado o principal iniciador de tal processo (BARBOSA et al.,
2010).

A reagdo em cadeia promovida pelas ROS acontece em trés momentos: “iniciacao”,
que é caracterizada pela formacdo das moléculas altamente reativas resultantes do
metabolismo do oxigénio; “propagacdo”, que ocorre quando as ROS reagem com um
substrato; e “cessa¢do”, que € a interrup¢ao da reacdo em cadeia. Assim, a oportunidade de
combate aos radicais livres mais factivel e efetiva e, consequentemente, a protecdo contra
lesGes oxidativas celulares e geneéticas que contribuem para o desenvolvimento das doengas
crbnicas ndo-transmissiveis, reside na intervencdo da reacdo-cessagdo, visto que as ROS séo
metabdlitos fisioldgicos inevitaveis produzidos pelo organismo humano (GOMES, 2007).

Células, tecidos e fluidos corporais apresentam importantes sistemas enddgenos de
defesa, capazes de eliminar diversas espécies reativas e minimizando os danos oxidativos
causados pelos radicais livres. Esses sistemas de defesa enddgena incluem as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase
(CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

O papel funcional das enzimas antioxidantes é bem estabelecido, com a SOD agindo
por dismutagdo do radical superdxido em peroxido de hidrogénio (H,0), um composto mais
estavel (CHIN et al., 2011). As enzimas CAT e GPx, por sua vez, agem de maneira integrada
para impedir o acimulo de H,O, uma vez que este, mediante a participacdo dos metais ferro e
cobre, culmina na geracao do radical OHe, contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa.
Considerando a potencialidade do radical OHe e o fato da nao existéncia de defesa enzimatica
especializada, € de extrema importancia o perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes
na manutencgéo da integralidade celular (BARBOSA et al., 2010).

A glutationa desempenha um papel fundamental na neutralizacdo de perdxidos e na

protecdo celular contra o estresse oxidativo. Uma das atividades antioxidantes da glutationa
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consiste em eliminar, indiretamente, o tocoferol oxidado, importante para a reciclagem e
manutencdo de niveis fisiologicos de vitamina E, que sdo essenciais para o combate ao
estresse oxidativo (ANDRADE et al., 2010).

O sistema enzimatico representa a primeira defesa antioxidante enddgena contra as
espécies reativas. No entanto, para impedir os danos celulares decorrentes do estresse
oxidativo persistente, o aporte de substancias da dieta com potencial antioxidante é de
fundamental importancia (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009).

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui, especialmente, os compostos antioxidantes
de origem dietética. O acido ascorbico, o a-tocoferol e o [B-caroteno sdo compostos
vitaminicos potencialmente antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).

E sabido que a maior producdo de espécies reativas pode desencadear um maior
consumo de antioxidantes ndo-enzimaticos e/ou alteracdo da expressdo génica e da atividade
das principais enzimas antioxidantes, na tentativa de que sejam mantidos os niveis de espécies
reativas dentro dos limites fisiolégicos (ANDRADE et al., 2010). Além disso, as defesas
antioxidantes agem como um sistema coordenado, no qual a deficiéncia de um componente
pode afetar a eficiéncia dos outros (EVANS; HALLIWELL, 2001).

A vitamina E ¢ a principal vitamina lipossoluvel presente no plasma e na particula de
LDL, podendo se apresentar em quatro isoformas: alfa, beta, gama e delta-tocoferol
(CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009). O a-tocoferol € o mais estudado dos tocoferdis,
devido a sua elevada concentracdo no plasma humano, celulas e tecidos corporais, mas a
literatura tem corroborado a influéncia do vy-tocoferol e do &-tocoferol na atividade
antioxidante em humanos (BOTELHO et al., 2012).

Os tocoferdis sdo considerados antioxidantes primarios, pois fornecem atomos de
hidrogénio para as membranas celulares, convertendo rapidamente os radicais livres em
espécies mais estaveis e, assim, inibindo por competicdo a oxidacdo das cadeias de &cidos
graxos insaturados dos fosfolipideos, componentes de membranas biologicas e das
lipoproteinas plasmaticas. Dessa forma, os tocoferdis promovem a primeira linha de protecédo
contra a peroxidacdo lipidica, retardando especialmente a etapa de propagacdo (BONI et al.,
2010; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

Sabe-se que a primeira fase do estresse oxidativo € iniciada pela maior producdo de
espécies reativas, como identificado pelo aumento da producéo de hidroperoxidos. A segunda
fase envolve o inicio das reacdes dos radicais livres aos seus principais alvos e consumo de

antioxidantes no sentido de prevenir a ocorréncia de danos. Nessa fase, a vitamina E é
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fundamental para prevenir ou interromper a propagacao da peroxidacédo lipidica. Na terceira
fase é que ocorre o dano oxidativo em virtude da progressdo do estresse, com aumento da
peroxidacao de lipidios e outros alvos das ROS. Assim, a peroxidacdo lipidica seria um passo
final de evolucdo do estresse oxidativo, sendo precedida por processos bioquimicos que levam
a formacdo de diferentes moléculas, as quais poderiam ser importantes alvos de terapias
antioxidantes (ANDRADE et al., 2010).

A capacidade da vitamina E de impedir a oxidacdo depende de sua concentracdo no
tecido (BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). Além disso, dado o caréater
lipossollvel dessa vitamina, os niveis desse micronutriente sdo dependentes dos lipideos
séricos (MEERTENS et al., 2008).

Outros mecanismos envolvendo a vitamina E podem modular a arteriosclerose,
incluindo inibicdo da adesdo e reducdo do dano oxidativo de células imunes e endoteliais,
além de inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas (BONI et al., 2010).

A vitamina E ocorre naturalmente em alimentos de origem vegetal, principalmente nos
vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais e no germe de trigo,
além de estar presente também em alimentos de origem animal, como gema de ovo e figado
(BATISTA; COSTA,; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).

O estado nutricional de vitamina E parece estar relacionado ao desenvolvimento e a
progressdo das doengas cronicas ndo transmissiveis. Se individuos com risco para
desenvolvimento de tais doencas apresentarem deficiéncia nutricional de vitamina E, esse
risco pode tornar-se maior e, na doengca ja esta instalada, poderia favorecer o aparecimento de
um quadro mais grave (BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).

Conforme estudo realizado com mulheres adultas que receberam suplementacéo diaria
de vitamina E por seis meses (74% de tocotrienois e 26% tocoferol), foi observado aumento
nos niveis plasmaticos de HDL e, consequentemente, no indice HDL/CT, o qual reflete a
propor¢do de lipideos anti-aterogénicos e aterogénicos e que tem sido sugerido como um
preditor importante de risco cardiovascular (CHIN et al., 2011).

O consumo adequado de alimentos fontes de vitamina E, deve ser estimulado,
especialmente em jovens. Em estudo com adolescentes fisicamente ativos, a maioria dos
individuos (52%) apresentaram concentragdo plasmatica inferior aquela considerada
adequada, resultado que pode estar relacionado a reduzida ingestdo de vitamina E observada
em todos os adolescentes (OLIVEIRA; KOURY; DONANGELO, 2007).

O é&cido ascorbico é considerado o mais importante e potente antioxidante nutricional
hidrossolivel (NAZIROG™LU et al., 2010; TARIQ, 2007). No plasma, a vitamina C atua
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como agente redutor, doando elétrons para varias espécies reativas, eliminando-as antes que
elas reajam com as membranas e as lipoproteinas e iniciem a peroxidacdo lipidica, dessa
maneira, atenuando a progressdo das enfermidades relacionadas com o estresse oxidativo
(BONI et al., 2010; MEERTENS et al., 2008).

Além disso, a vitamina C regenera a forma ativa da vitamina E e de outros compostos
como P-caroteno, flavonoides e glutationa para que recuperem seus papeis antioxidantes
(BONI et al.,, 2010; FANG; YANG; WU, 2002; MEERTENS et al., 2008). Assim, as
vitaminas C e E, demonstram interacdo cooperativa na inibicdo da peroxidacdo lipidica e na
protecédo contra danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010).

Adicionalmente, o acido ascorbico parece interferir sobre outros fatores relacionados
ao risco cardiovascular, como a integridade e o tébnus do tecido vascular, o0 metabolismo
lipidico e a pressdo arterial (BONI et al., 2010). Além disso, a vitamina C parece ter a
habilidade de promover a vasodilatacdo sanguinea e prevenir a disfuncdo endotelial em
condicBes patoldgicas, a exemplo da aterosclerose, hipercolesterolemia e hipertensdo arterial
(HAS) (FREDSTROM, 2002).

A suplementacdo de vitamina C realizada em adultos fumantes e nao-fumantes do
Estado de Oregon, Estados Unidos, reduziu em aproximadamente 20-30% a excrecao urinaria
de metabolicos da peroxidacdo lipidica. E provavel que os efeitos antioxidantes do é&cido
ascorbico tenham diminuido a producdo dos metabdlicos por neutralizar as ROS e prevenir a
reacdo de iniciacdo com os radicais, bem como por promover a regeneracdo da vitamina E,
que foi um achado também observado no estudo (KUIPER et al., 2011).

Adultos europeus com excesso de peso suplementados com componentes alimentares
com evidentes propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (“Antiinflamatory dietary
mix”), que incluiam a-tocoferol, &cido ascérbico, resveratrol, licopeno, extrato de cha verde,
acidos graxos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), exibiram melhora no
perfil lipidico e efeitos benéficos na funcdo endotelial, na formacdo de plaquetas e em
marcadores inflamatorios. Também houve redugdo potencial do estresse oxidativo e aumento
das concentracGes plasmaticas de vitamina E (BAKKER et al., 2010).

O termo vitamina A compreende uma familia de compostos alimentares essenciais
lipossoliveis que sdo estruturalmente relacionados ao retinol, incluindo também os
carotendides com atividade de vitamina A (a-caroteno, B-caroteno e criptoxantina)
(CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009).
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Os carotendides, em especial o B-caroteno, podem inibir ou retardar a iniciacdo da
lipoperoxidacao, através da inativacao de oxigénio singlet, de modo a interromper a geracao
de carotendides reativos ao oxigénio ainda nas etapas iniciais de sua formacao. Além disso, 0
[3-caroteno pode agir como varredor de radicais do tipo peroxil, servindo como substrato para
as espécies reativas, de modo que ndo sejam formados novos produtos desencadeantes que
dariam continuidade a reacdo em cadeia, impedindo a propagacdo das lesdes oxidativas
(BONI et al., 2010; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011; GOMES, 2007).

Assim, os carotendides, devido a sua estrutura, que se trata de um sistema de duplas
ligagOes conjugadas, seriam capazes de interceptar radicais livres oriundos da lipoperoxidagéo
e elimina-los do organismo. Sdo também capazes de reagir multiplas vezes com radicais
peroxila (OLIVEIRA et al., 2007) e, de modo semelhante, uma Unica molécula de retinol ou
B-caroteno é capaz de inativar varios radicais de oxigénio singlet (BONI et al., 2010).

A pressdo de oxigénio nos tecidos é um dos interferentes da atuacdo antioxidante do p3-
caroteno, o qual em tecidos sob tensbes de oxigénio muito elevadas pode estar sujeito a um
decréscimo da acdo antioxidante, pelo processo de auto-oxidagdo. A concentracdo de -
caroteno também influencia sua acdo antioxidante, de modo que concentragBes que superam
0S 4-5uM prejudicam sua habilidade protetora e/ou a revertem em pro-oxidativa (GOMES,
2007). Estudos experimentais, contudo, ndo confirmam a possivel atividade pré-oxidante do
[-caroteno (AZEVEDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2007).

As principais fontes de carotendides sdo os legumes, as frutas vermelhas e amarelas e
as verduras verdes escuras. O B-caroteno é encontrado em abundancia em abdboras, cenoura,
brocolis, almeirdo e couve-manteiga. A vitamina A pré-formada, por sua vez, é apenas
encontrada em alimentos de origem animal, como figado, ovos, leite integral e seus derivados
(BONI et al., 2010).

Conforme o Young Adult Longitudinal Trends in Antioxidants Study, niveis mais altos
de carotendides totais apresentaram uma relacdo inversa com o IMC e com 0 consumo
energético total. Como os carotenoides sdo conhecidos por inativar os radicais livres, é
possivel que a geracdo excessiva dessas espécies oxidantes decorrentes da obesidade possa
depletar os estoques de carotendides. Além disso, o consumo de frutas e vegetais foi mais
frequente no grupo com niveis sericos mais elevados de carotenodides. Assim, tais resultados
sugerem que aqueles individuos com concentracbes séricas maiores de carotenoides
apresentavam também uma tendéncia a terem estilos de vida mais saudaveis (HOZAWA et
al., 2007).
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Grosjean et al. (2001) encontraram experimentalmente que o &cido retindico,
metabdlito ativo da vitamina A, atenua a transcricdo génica da enzima Oxido nitrico sintetase
(iNOS) induzida por citocinas, em células endoteliais e cardiacas, reduzindo a formacéo
excessiva de oxido nitrico (NO), que age como radical livre. Segundo Fang, Yang e Wu
(2002), o &cido retindico pode inibir a transcrigdo génica da iNOS em células musculares lisas
de vasos, células endoteliais, cardiacas e mesangiais, desempenhando, assim, importante
funcdo na prevencdo da citotoxidade induzida por espécies reativas.

Estudo experimental descreve ainda o papel do B-caroteno e do retinol na regulacéo da
adipogénese, atuando como moléculas sinalizadoras. Tal funcdo pode ser relevante
considerando a relacdo entre o excesso de tecido adiposo e o desequilibrio do estado oxidante
no organismo (WAMKE et al., 2011).

A populagédo jovem, contudo, pode estar exposta ao risco de deficiéncia de vitaminas
lipossoluveis antioxidantes. Em adolescentes de uma escola particular do Estado de S&o Paulo
foi identificada prevaléncia elevada de retinolemia inadequada (<30ug/dL) (16,5% do sexo
feminino e 22,8% do sexo masculino). Considerando que a vitamina A é um nutriente de
depdsito, o estado nutricional relacionado com a vitamina reflete longos periodos de ingestdo
alimentar. Assim, a retinolemia ndo reflete os depositos hepéaticos desse nutriente, mas pode
ser aceita como expressdo da condi¢cdo adequada do estado nutricional relacionado com a
vitamina A ou como indicativo de risco para deficiéncia da vitamina (VITOLO et al., 2004).

Estudo com criangas e adolescentes, entre 7 e 14 anos, de escolas publicas do Estado
da Bahia, observou a um elevado percentual de estudantes com retinolemia baixa, sendo a
prevaléncia de niveis de retinol sérico <30 pg/dL de 27.8%, e de aproximadamente 9.0% para
niveis de retinol sérico <20 ug/dL (deficiéncia moderada), evidenciando a deficiéncia dessa
vitamina como um importante problema de salde e uma realidade que merece atencdo nessa
faixa etaria (RIBEIRO-SILVA; NUNES; ASSIS, 2014).

2.4 Dieta na modulacgéo do estresse oxidativo

Segundo a mais recente Pesquisa de Orcamentos Familiares (2008-2009), realizada no
Brasil, apenas 2,8% das calorias totais disponiveis para consumo familiar no pais

correspondem ao grupo das frutas, legumes e vegetais, significando aproximadamente um
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quarto das recomendacGes de consumo internacional desses alimentos para prevencdo de
doencas crdnicas ndo-transmissiveis (pelo menos 400 gramas didrias ou cerca de 9 a 12% das
calorias totais de uma dieta de 2.000 kcal diarias) (IBGE, 2010).

Segundo o The Brazilian Osteoporosis Study, uma pesquisa representativa da
populacdo adulta brasileira acima de 40 anos de idade, houve uma elevada proporgédo de
individuos com baixo consumo de todos os nutrientes antioxidantes avaliados, com excec¢ao
do selénio. A vitamina E (99,7%), seguida da vitamina A (92,4%) e do acido ascorbico
(85,1%) foram os nutrientes com maior proporcao de individuos com consumo diario inferior
aos valores de referéncia, independente do género, idade, classe social, estado nutricional e
regido do pais (PINHEIRO et al., 2011).

Em estudo envolvendo adultos jovens do Brasil e da Espanha foi observado que os
individuos no tercil mais alto de consumo de frutas e vegetais tinham valores
significativamente mais baixos de circunferéncia da cintura (CC), pressao arterial diastdlica,
glicose e triglicerideos, e concentragdes mais altas de HDL. Com relagdo aos marcadores de
estresse oxidativo, tais individuos tinham niveis circulantes estatisticamente mais altos para o0s
niveis plasmaticos da capacidade antioxidante total da dieta (TAC) , bem como concentracGes
mais baixas de LDL oxidada (ox-LDL), mesmo apds ajustes por possiveis variaveis de
confusdo como IMC, CC, consumo energético, uso de suplementos vitaminicos e tabagismo
(HERMSDORFF et al., 2012).

Ainda conforme Hermsdorff et al. (2012), é interessante destacar que o consumo de
vitamina C foi inversamente associado as concentracdes de ox-LDL e positivamente
associado com a TAC, independente do consumo de frutas e vegetais, sugerindo que a
ingestdo de vitamina C per si pode contribuir com a melhora do estado antioxidante
plasmatico.

Em criancas e adolescentes na Espanha, os niveis plasmaticos da capacidade
antioxidante total da dieta, uma ferramenta Util para investigar o poder da ingestdo de
antioxidantes em dietas mistas, apresentaram correlagdo positiva e significante com o
consumo de alguns nutrientes antioxidantes, incluindo as vitaminas A, C e E. Adicionalmente,
foi observada forte associacao inversa entre a TAC com o IMC e a gordura corporal total nos
individuos obesos, sugerindo um possivel papel do consumo dietético de antioxidantes na
homeostase do peso corporal, independente do consumo energético diario (PUCHAU et al.,
2010a).

Em adultos jovens com sindrome metabdlica foi observada correlacdo negativa e

estatisticamente significante entre os niveis plasmaticos da TAC com o IMC, a CC, a presséo



22

arterial sistdlica e a glicemia. Ainda segundo esse estudo, os valores de TAC mostraram
positivas e significantes associa¢cbes com o consumo de fibras, vitaminas A, C, acido folico,
magnésio, selénio e zinco, apds ajustes por sexo e ingestdo energética diaria. Frutas, vegetais
e nozes foram os grupos alimentares encontrados como 0s principais contribuintes da TAC
(PUCHAU et al., 2010b).

Estudo experimental, por sua vez, observou diminui¢do dos niveis plasmaticos da
TAC dos animais submetidos a isquemia e ndo suplementados com as vitaminas C e E,
demonstrando o consumo das defesas antioxidantes sistémicas para mitigar o dano oxidativo
imposto pela sindrome de isquemia e reperfusdo aos animais (PERCARIO, 2010).

Estudo com adolescentes jogadores profissionais de basquete observou que a
suplementacdo com as vitaminas C e E reduziu os niveis plasmaticos de lipoperdxidos e
melhorou as concentragdes séricas das vitaminas C, A e E, além da atividade de enzimas
antioxidantes, a exemplo da glutationa peroxidase (NAZIROG'LU et al., 2010).

A suplementacdo das vitaminas C e E em criancas e adolescentes espanhois portadores
de hipercolesterolemia familiar demonstrou que a terapia com as vitaminas antioxidantes nao
influenciou significativamente o perfil lipidico, os marcadores de inflamacao ou as moléculas
de adesdo. Contudo, foram observadas modificagdes no perfil de acidos graxos que foram
independentes do grau de dislipidemia, podendo ser tais mudancas consideradas indicadores
relevantes de um menor risco cardiovascular (ALDAMIZ-ECHEVARRIA et al., 2006).

Estudo randomizado, placebo-controlado, com adultos Israelenses que apresentavam
no minimo dois fatores de risco cardiovasculares, demonstrou que a suplementacdo com
antioxidantes (vitaminas C e E, selénio e coenzima Q10) aumentou significantemente a
elasticidade arterial e reduziu a pressao arterial, sendo tais resultados associados a melhora no
metabolismo lipidico e glicidico (SHARGORODSKY et al., 2010).

Enquanto as evidéncias clinicas para um consenso ainda sd@o insuficientes, a
suplementacdo com antioxidantes na prevencdo primaria ou secundaria de doencas crbnicas
ndo transmissiveis em pacientes pediatricos ou adultos ndo é recomendada, sendo prudente e
desejavel o estimulo ao consumo de uma dieta equilibrada, com frutas e vegetais
diversificados, ricos em substancias que, em principio, combatem o estresse oxidativo
(BATISTA; COSTA,; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007; CATANIA; BARROS; FERREIRA).

Outros fatores dietéticos, além da ingestdo de antioxidantes, também podem ser
capazes de exercer efeitos sobre o estresse oxidativo. Dentre esses, 0 de maior expressdo € a
adequacao da ingestao energética (BARBOSA et al., 2010).



23

O aumento da massa adiposa exp@e criancas a producdo excessiva de ROS, que podem
configurar o mecanismo fundamental para o inicio e a progressao das doencas potencialmente
relacionadas a obesidade. Estudo realizado com criancas e adolescentes obesos na Espanha,
que seguiam uma dieta de baixa caloria, demonstrou que no grupo no qual houve a
suplementacdo com suco de tangerina, foram observadas mudangas positivas nas defesas
antioxidantes, com incremento dos niveis plasmaticos de acido ascérbico e a-tocoferol e
reducdo significante de biomarcadores de estresse oxidativo. Portanto, prevenir o
desenvolvimento de distarbios secundarios ao excesso de peso deve incluir estratégias que
atenuem o estresse oxidativo (CODONER-FRANCH et al., 2010).

A manutencdo de uma dieta saudavel e balanceada associa-se a um menor risco de
morbi-mortalidade por doencas crénicas e seus beneficios para a promog¢édo da saude ja séo
bem estabelecidos. Porém, convém assinalar que essa dieta pode ser indicativa de um estilo de
vida mais saudavel de um modo geral, sendo inapropriado concluir que um nutriente possa
isoladamente ser o Unico responsavel pela alteracdo no estado antioxidante do organismo
(AKBARALY et al., 2011; CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; KRINSKY, 2001).

Frutas e vegetais contém vitaminas, carotenoides, flavondides, fibras e outras
substancias bioativas ainda desconhecidas, que agem de maneira aditiva e sinérgica,
fornecendo a esse grupo de alimentos elevada capacidade antioxidante e maltiplas a¢Ges anti-
inflamatorias, limitando ou prevenindo o estresse oxidativo (HERMSDORFF et al., 2012;
PUCHAU et al., 2010b; RODRIGUES et al., 2003).

Contudo, estudo realizado com adolescentes em S&o Paulo (ARAKI et al., 2011)
encontrou inadequagdo no consumo dos grupos alimentares em geral, incluindo as frutas e os
vegetais, comportamento alimentar que, somado ao sedentarismo, favorece 0 excesso de peso
e obesidade e seus fatores de risco cardiovasculares associados.

Estudo com adolescentes obesos portadores de sindrome metabdlica enfatizou a
importancia de considerar a qualidade nutricional global da dieta e que o consumo diario de
dietas ricas em antioxidantes naturais pode melhorar a fungdo endotelial e alguns marcadores
inflamatorios, mesmo na auséncia de mudancas em fatores de risco convencionais, como o
aumento do IMC e da CC (KELISHADI et al., 2011).

Convém destacar que o maior consumo de alimentos e calorias por individuos obesos
ndo é necessariamente associado ao consumo de alimentos fontes de micronutrientes. Em
geral, hd um consumo insuficiente de fontes de vitaminas e minerais que, ao longo do tempo,
pode aumentar o risco de desenvolver ou agravar desordens metabolicas (PINHEIRO et al.,
2011).
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Nos adolescentes de escolas publicas de Pelotas (RS), os resultados da avaliagdo de
consumo alimentar chamam atencdo em virtude da baixa frequéncia de habitos alimentares
saudaveis, em especial, quanto ao reduzido e preocupante percentual (5,3%) de individuos, de
todos os niveis socioecondmicos, que consomem frutas e verduras cinco ou mais vezes por
dia. Criancas e adolescentes tendem a se envolver mais rapidamente na cultura globalizada,
comparados com 0S seus pais e, portanto, € preciso estar atento aos individuos mais jovens
(NEUTZLING et al., 2010).

A partir dos resultados observados na literatura, estratégias desenvolvidas para
incrementar o consumo de frutas e vegetais em adolescentes e, portanto, a ingestdo de
nutrientes antioxidantes, podem favorecer uma reducdo global de indicadores de risco
cardiovascular (HOLT et al., 2009).

O papel de melhorar a alimentacdo dos adolescentes exige esfor¢cos governamentais
com o refor¢o a implementacdo de politicas publicas de promocgéo da saude direcionadas a
esse publico. Avangos no que diz respeito a parceria com a industria na producdo de
alimentos mais saudaveis constitui uma estratégia urgente, pois modificar habitos alimentares,
principalmente entre os jovens, ndo tem se mostrado uma tarefa facil. Além disso, o ambiente
escolar, por sua vez, exige destaque, devendo ser um ambiente educativo e, nesse sentido, 0s
alimentos oferecidos ou vendidos nas escolas devem ter o carater de exemplo a ser seguido
pelas criancas e adolescentes (NEUTZLING et al., 2010).
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3 METODOS

Referentes ao artigo 1:

3.1 Desenho e populacéo de estudo

A investigacdo derivou de um projeto mais amplo intitulado “Dislipidemia e sua
associacdo com o excesso de peso, sedentarismo e estresse oxidativo em uma coorte de
escolares do Recife, PE”. Na linha de base desse projeto procedeu-se a avaliacdo
antropométrica, do perfil lipidico e de estilo de vida, além de aspectos socioecondmico e
demogréficos.

O delineamento da pesquisa compreendeu um estudo do tipo série de casos de
dislipidemia, com grupo controle acoplado, aninhado nessa coorte, cuja populacéo elegivel foi
constituida por adolescentes de ambos 0s sexos, entre 12 a 19 anos, recrutados de escolas
publicas do Recife, no periodo de margo/abril de 2013. Os casos incidentes de dislipidemias e
seus respectivos controles foram rastreados mediante corte transversal realizado na populacgao
elegivel. Foram considerados como casos de dislipidemia os adolescentes que apresentaram
concentracles séricas baixas de HDL (<1,2 umol/L) e aumentadas de triglicerideos
(>1,5umol/L). Esse tipo de dislipidemia combinada foi observada entre 12,7% dos
adolescentes recrutados. Foram excluidos os adolescentes com histdria pessoal referida de
patologias e/ou uso referido de medicamentos que pudessem alterar o perfil lipidico, bem
como aqueles em uso regular de suplementos vitaminicos nos altimos trés meses.

Para o dimensionamento da amostra, foram considerados um erro alfa de 5% (1,96) e
um erro beta de 10% (1,28), com um desvio padréo (S) para distribuicdo das concentracfes de
retinol sérico de 0,252 pMol/L (FERNANDES et al., 2005) e uma diferenca (d) a ser
detectada entre casos e controles de 0,175 pMol/L. Usando-se a formula n= [(Zy. + ZB/z)z.
2.5%)/d? (KIRKWOOD; STERNE, 2003) o tamanho amostral minimo, foi de 44 casos. No
sentido de corrigir eventuais perdas, foi feito um acréscimo de 15% [100/(100-15)],
resultando em 52 casos de dislipidemia, pareados segundo o sexo e a idade a um numero

similar de controles.
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3.2 Métodos e técnicas de avaliacédo

A supervisdo do trabalho em campo foi realizada pelos pesquisadores e a coleta dos
dados foi feita por uma equipe técnica previamente treinada e com experiéncia para a afericdo
de medidas antropométricas, clinicas e manuseio de material bioldgico, bem como na

aplicacdo de questionario especifico (APENDICE A).

3.2.1 Variaveis clinicas e bioquimicas

A pressdo arterial sistélica (PAS) e a diastolica (PAD) foram aferidas pelo método
ausculatorio, sendo tomadas duas medidas por adolescente, no brago direito, com intervalo de
5 minutos. A PAS e a PAD foram assinaladas na primeira e na quarta fases de Korotkoff,
respectivamente.

Para as andlises bioquimicas, foram colhidos cerca de 5 mL de sangue de cada escolar,
por puncdo venosa, apos jejum de 10 a 12 horas, em frascos secos, em sala previamente
preparada em cada escola. Todos os materiais utilizados nos procedimentos (coleta e
processamento) foram descartaveis e estéreis. Os frascos foram acondicionados em caixas de
isopor contendo gelo reciclavel, vedadas e transportadas para o processamento e analise em
laboratério de andlises clinicas.

Foram analisadas as concentracBes séricas de glicose, triglicerideo (TG), colesterol
total (CT), LDL e HDL, apolipoproteina A-I, apolipoproteina B e alfa-1-glicoproteina acida
(AGP). Os niveis sericos de glicose, TG, CT e HDL foram determinados por método
enzimatico. A fragdo LDL foi avaliada utilizando-se a formula de Friedewald [LDL = CT -
HDL - TG/5], considerando que todos os valores de TG obtidos foram < 4,5 uMol/L (SBC,
2005).

Os valores de referéncia utilizados para o diagnostico de dislipidemia foram os
preconizados pela | Diretriz Brasileira de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na
Adolescéncia (SBC, 2005). Foram classificados como valores aumentados niveis séricos de
CT > 4,4 uMol/L, LDL > 3,4 uMol/L e de TG > 1,5 uMol/L. Niveis séricos de HDL < 1,2

uMol/L sdo considerados abaixo dos valores desejaveis.
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As apolipoproteinas B e A-l, assim como a alfa-1-glicoproteina &acida, foram
analisadas utilizando kits baseados no método Imunoturbidimétrico (Randox, UK).

Para as analises séricas de retinol, a-tocoferol e betacaroteno, imediatamente apds a
coleta de sangue venoso, as amostras foram colocadas em tubos de ensaio previamente
identificadas e protegidas da luz. Apds completa coagulacdo, as amostras foram centrifugadas
a 3.000 rpm (rotacdo por minuto) durante 10 minutos, para a separacdo total do soro, o qual
foi transferido para tubos eppendorf. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em
freezer a temperatura de — 20°C, e transportadas para processamento e analise no Centro de
Investigacdo em Micronutrientes (CIMICRON - Universidade Federal da Paraiba), em caixas
de isopor com gelo, mantendo-se a cadeia de frio. Apds o descongelamento das amostras,
foram transferidos 100uL de soro para tubos conicos de vidro, e foram adicionados 100uL de
etanol absoluto (C,HsOH), para promover a precipitacdo de proteinas, agitando por 10
segundos e em seguida adicionando 200uL de hexano (CgH14), responsavel pela extracdo das
vitaminas de interesse. Em seguida, as amostras foram agitadas por 30 segundos no agitador
de tubos em velocidade continua, e centrifugados a velocidade de 3.000 rpm por 5 minutos
(ARAUJO; FLORES, 1978; BESEY et al., 1946). Posteriormente, foram extraidos 100 pL do
sobrenadante, colocados em tubos de vidro pequeno e evaporados com nitrogénio, por
aproximadamente 1 minuto. O residuo da amostra foi redissolvido com 50 uL de metanol e
deste retirados 20uL para andlise das concentracbes sericas de retinol, o-tocoferol e
betacaroteno pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Considerando que a composicao lipidica do plasma, principalmente a de colesterol, é
um determinante importante das concentragdes séricas de a-tocoferol e B-caroteno, visto que
tais nutrientes sdo transportados fisiologicamente por lipoproteinas ricas em colesterol,
procedeu-se 0 ajuste das concentracdes desses nutrientes, fazendo-se o uso das razbes entre
essas vitaminas e as variaveis colesterol total, apolipoproteina B e apolipoproteina A-I
(OLIVEIRA; KOURY; DONANGELO, 2007; NEUHOUSER et al., 2001).

3.2.2 Variaveis antropométricas

A avaliagdo antropomeétrica constou de dupla tomada do peso, altura e circunferéncia

da cintura, sendo utilizada a média dos valores. Para consisténcia dos dados, foram
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desprezadas as medidas que apresentaram diferencas superiores a 100g para o peso, 0,5 cm
para a altura e 0,3 cm para a circunferéncia da cintura.

As medidas de peso e altura foram realizadas segundo técnica recomendada por
Lohman et al. (1988). A massa corporal foi obtida em balanca eletronica digital, da marca
Plenna-MEA-03140®, com capacidade maxima de 150 Kg e preciséo de 100g. A altura foi
aferida com o uso de fita métrica Stanley® milimetrada, com precisdo de 1,0 mm e exatid&o de
0,5 cm. A circunferéncia da cintura (CC) foi obtida no ponto médio entre o Gltimo arco costal
e a crista iliaca com fita métrica flexivel e inelastica sem comprimir os tecidos (TAYLOR et
al., 2000).

O diagnostico do excesso de peso foi realizado pelo indice de massa corporal
(IMC/Idade) e o resultado interpretado de acordo com os valores indicados pela Organizacédo
Mundial da Saude (OMS) — 2007, segundo sexo e idade (DE ONIS; ONYANHO; BORGHI
et al, 2007).

O diagnostico da obesidade abdominal foi realizado pela avaliacdo da CC e da relagdo
CC (cm) /Altura (cm) (WHtR). O ponto de corte para classificacdo da circunferéncia da
cintura foi o recomendado por Taylor et al. (2000), que define obesidade abdominal como CC
> percentil 80, ajustado para idade e sexo. Em relagdo ao WHtR, foram adotados os
preconizados por Li et al. (2006), sendo utilizado como ponto de corte para definicdo de

obesidade abdominal o valor > 0,5.

3.2.3 Variaveis sociodemograéficas e de estilo de vida

Foram coletadas informagdes sobre idade, sexo, escolaridade dos adolescentes,
escolaridade dos pais e classificacdo socioeconémica da familia.

A escolaridade dos adolescentes foi avaliada pelo nimero de anos completos de
estudo, a partir da série na qual o adolescente estava matriculado. A escolaridade dos pais foi
avaliada pelo nimero de anos completos de estudo e classificada de acordo com os critérios
da Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa — ABEP (ABEP, 2012) (analfabeto/até 32
série fundamental, até 42 série fundamental, fundamental completo, médio completo e
superior completo). Para fins de analise estatistica, agrupou-se a escolaridade dos pais em: até

o0 ensino fundamental completo e em ensino médio ou superior completos.
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Na determinagdo do nivel socioecondmico foram empregados os “Critérios de
Classificacdo Econdémica do Brasil”, estabelecidos pela ABEP (2012). Esse instrumento
utiliza uma escala de pontos, obtida pela soma dos pontos da posse de itens domésticos e pelo
grau de instrucdo do chefe da familia, classificando a populacdo nas classes econdmicas Al,
A2, B1, B2, C1, C2, D e E, de ordem decrescente, respectivamente iniciada pela classe de
melhor poder aquisitivo.

Foi classificado como tabagista o adolescente que referiu fumar uma quantidade maior
ou igual a 5 cigarros por dia (PIEGAS, 2003). Os niveis de atividade fisica foram
classificados conforme metodologia proposta por Pate et al. (2002) em: a) pouco ativos ou
sedentarios os individuos que acumularem <300 minutos/semana; b) suficientemente ativos

aqueles com >300 minutos de atividade fisica semanal.

3.3 Algoritmo de anélise dos dados

Para construcdo do banco de dados foi utilizado o programa Epi Info, versédo 6,04b
(WHO/CDC, Atlanta, GE, USA), sendo os dados digitados em dupla entrada e a consisténcia
testada pelo médulo validate. As analises estatisticas foram realizadas com o Statistical
Package for Social Sciences — SPSS for Windows, versdo 13.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

As variaveis continuas foram testadas quanto a normalidade da distribuicdo pelo teste
de Kolmogorov Smirnov. O IMC, a CC e as concentragdes de glicose, colesterol total, LDL-c,
apoA-I, apoB, AGP e retinol, bem como as razbes p-caroteno/CT e de [B-caroteno/LDL
apresentaram distribuicdo normal, sendo descritos sob a forma de média e desvio padréo.

As variaveis PAS, PAD, razdo apoB/apoA-l, a-tocoferol, a-tocoferol/CT, a-
tocoferol/LDL, a-tocoferol/ApoB, a-tocoferol/ApoA-I, B-caroteno, [-caroteno/ApoB e [-
caroteno/ApoA-I ndo apresentaram distribuicdo normal e sofreram transformacao logaritmica
(Ln), sendo retestadas quanto a normalidade. Apenas a razao apoB/apoA-I, as concentraces
de a-tocoferol, a-tocoferol/LDL, a-tocoferol/ApoB, a-tocoferol/ApoA-I e B-caroteno/ApoB
assumiram distribuicdo normal, sendo expressas sob a forma de média geométrica e intervalo
de confianca de 95%. As demais variaveis que permaneceram com distribui¢cdo ndo gaussiana

foram apresentadas sob a forma de medianas e seus respectivos intervalos interquartilicos.
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Na comparacdo entre as médias dos grupos avaliados foi utilizado o teste t de student
para dados ndo pareados, quando os critérios de homocedasticidade e distribuicdo normal
foram atingidos. O teste “U” Mann Whitney foi utilizado quando os critérios de normalidade
e/ou homocedasticidade n&o foram atingidos.

Na descrigdo das proporces, a distribuicdo binomial foi aproximada a distribuigdo
normal, pelo intervalo de confianga de 95%. Nos testes de inferéncia estatistica, as proporcdes
foram comparadas pelo teste do Qui quadrado de Pearson. Foi utilizado o nivel de

significancia de 5,0% para rejeicdo de hipotese de nulidade.

3.4 Aspectos éticos

O estudo foi submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW da Universidade Federal
da Paraiba, pautado pelas normas éticas para pesquisa envolvendo seres humanos, consoantes
com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, sendo aprovado conforme Protocolo
CEP/HULW n° 723/10 (ANEXO 1).

Os adolescentes e seus responsaveis foram previamente informados dos objetivos e
métodos a serem adotados na pesquisa, contatados previamente ao dia da coleta pela equipe
técnica, por intermédio das escolas. Mediante o seu consentimento, o responsavel assinou um
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).

Além do sigilo dos dados, foi garantido aos adolescentes e seus responsaveis o retorno
dos resultados das avaliacGes antropométricas e bioquimicas realizadas. Os pesquisadores se
mantiveram a disposicdo para esclarecimentos a qualquer ddvida acerca dos procedimentos,

riscos, beneficios e outras davidas relacionadas com a pesquisa.
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Referentes ao artigo 2:

3.5 Desenho e populacéo de estudo

A investigacdo derivou de um projeto maior intitulado “Dislipidemia e sua associa¢do
com 0 excesso de peso, sedentarismo e estresse oxidativo em uma coorte de escolares do
Recife, PE”. Na linha de base desse projeto procedeu-se a avaliagdo antropomeétrica, de perfil
lipidico, estilo de vida, aspectos socioecondmico e demograficos.

O delineamento da pesquisa compreendeu um estudo de corte transversal, aninhado
nessa coorte, cuja populagdo elegivel foi constituida por adolescentes de ambos 0s sexos,
entre 12 a 19 anos, recrutados de escolas publicas da cidade do Recife, no periodo de marco a
abril de 2013. Foram excluidos os adolescentes com histéria pessoal referida de patologias
e/ou em uso referido de medicamentos que pudessem alterar o perfil lipidico.

Para o dimensionamento da amostra, partiu-se de um estudo piloto, no qual foi
observada uma prevaléncia de incremento das concentracgdes séricas de triglicerideos de 50%,
entre o primeiro e o Ultimo quartil da distribuigdo do indice apoB/apoA-I.

Na definicdo do tamanho amostral, foi utilizada a equagéo para o céalculo de amostra
com populacdo infinita [n = z* x pg/d’] (HENDERSON; SUNDERESAN, 1982), onde z =
limite de confianca (1,96), p = prevaléncia estimada (50%) e d = margem de erro (14%). Uma
vez que se trata de uma populagdo “finita”, o “n” amostral foi ajustado de acordo com a
equacdo [n = n/l + (n/N)] (LWANGA; TYE, 1987), onde n = “n” amostral (49) e N =
tamanho populacional (409). Em seguida foi realizada a correcdo pelo efeito do desenho
amostral por conglomerado (fator 2,1), resultando em um numero de unidades amostrais
minimas de 92 individuos. Para corrigir eventuais perdas, optou-se por corrigir o tamanho

amostral em 10,0% [100/(100-10)], resultando numa amostra final de 103 adolescentes.

3.6 Métodos e técnicas de avaliacédo

A supervisdo do trabalho em campo foi realizada pelos pesquisadores e a coleta dos

dados foi feita por uma equipe técnica previamente treinada e com experiéncia para a aferi¢éo
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de medidas antropométricas, clinicas e manuseio de material biolégico, bem como na

aplicacdo de questionario especifico (APENDICE A).

3.6.1 Variaveis clinicas e bioquimicas

A pressdo arterial sistélica (PAS) e a diastolica (PAD) foram aferidas pelo método
ausculatorio, sendo tomadas duas medidas por adolescente, no brago direito, com intervalo de
5 minutos. A PAS e a PAD foram assinaladas na primeira e na quarta fase de Korotkoff,
respectivamente, sendo considerados os valores presséricos obtidos na segunda afericdo e
classificados segundo a recomendacéo da I Diretriz Brasileira de Prevencdo da Aterosclerose
na Infancia e na Adolescéncia (SBC, 2005).

Para as analises bioquimicas, foram colhidos cerca de 5 mL de sangue de cada escolar,
por pun¢do venosa, apos jejum de 10 a 12 horas, em frascos secos, em sala previamente
preparada em cada escola. Todos os materiais utilizados nos procedimentos (coleta e
processamento) foram descartaveis e estereis. Os frascos foram acondicionados em caixas de
isopor contendo gelo reciclavel, vedadas e transportadas para o processamento e analise em
laboratorio de anélises clinicas.

Foram analisadas as concentracdes séricas de glicose, triglicerideo (TG), colesterol
total (CT), LDL e HDL, apolipoproteina A-I, apolipoproteina B e alfa-1-glicoproteina acida
(AGP).

Os niveis séricos de glicose, TG, CT e HDL foram determinados por método
enzimatico. A fracdo LDL foi avaliada utilizando-se a férmula de Friedewald [LDL = CT -
HDL - TG/5], considerando que todos os valores de TG obtidos foram < 4,5 uMol/L (SBC,
2005).

Os critérios diagnésticos de Diabetes Mellitus foram aqueles preconizados pela
Associacdo Americana de Diabetes — ADA (ADA, 2011), a qual considera DM quando ha
glicemia de jejum > 7 pMol/L, apds jejum de, no minimo, 8 horas. E considerado risco
aumentado para DM valores de glicemia de jejum entre > 5,6 e <7 uMol/L.

Os valores de referéncia utilizados para o diagnéstico de dislipidemia foram os
preconizados pela | Diretriz Brasileira de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na

Adolescéncia (SBC, 2005). Foram classificados como valores aumentados niveis séricos de
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CT > 4,4 uMol/L, LDL > 3,4 uMol/L e de TG > 1,5 uMol/L. Concentracdes sericas de HDL
< 1,2 uMol/L sdo consideradas abaixo dos valores desejaveis.

As apolipoproteinas B e A-l, assim como a alfa-1-glicoproteina &acida, foram
analisadas utilizando kits baseados no método Imunoturbidimétrico (Randox, UK).

3.6.2 Variaveis antropométricas

A avaliacdo antropométrica constou de dupla tomada do peso, altura e circunferéncia
da cintura, sendo utilizada a média dos valores. Para consisténcia dos dados, foram
desprezadas as medidas que apresentaram diferencas superiores a 100g para o peso, 0,5 cm
para a altura e 0,3 cm para a circunferéncia da cintura.

As medidas de peso e altura foram realizadas segundo técnica original recomendada
por Lohman et al. (1988). A massa corporal foi obtida em balanca eletronica digital, da marca
Plenna-MEA-03140®, com capacidade maxima de 150 Kg e preciséo de 100g. A altura foi
aferida com o uso de fita métrica Stanley® milimetrada, com precisdo de 1,0 mm e exatid&o de
0,5 cm. A circunferéncia da cintura (CC) foi obtida no ponto médio entre o Gltimo arco costal
e a crista iliaca, aferida com fita métrica flexivel e inelastica sem comprimir os tecidos
(TAYLOR et al., 2000).

O diagnostico do excesso de peso foi realizado pelo indice de massa corporal
(IMC/lIdade) e o resultado interpretado de acordo com os valores indicados pela Organizagédo
Mundial da Satde (OMS) — 2007 (DE ONIS; ONYANHO; BORGHI et al, 2007).

O diagndstico da obesidade abdominal foi realizado pela avaliacdo da CC e da relacdo
CC (cm) /Altura (cm) (WHtR). O ponto de corte utilizado para classificagdo da circunferéncia
da cintura foi o recomendado por Taylor et al. (2000), o qual define obesidade abdominal
como CC > percentil 80, ajustado para idade ¢ sexo. Em relacdo ao WHtR, foram adotados 0s
preconizados por Li et al. (2006), sendo utilizado como ponto de corte para definicdo de
obesidade abdominal o valor > 0,5.

As medidas de bioimpedancia foram realizadas com o aparelho Maltron BF-906®
(Maltron Int’l Ltda, Essex, UK), com uma frequéncia de 50Hz em corrente alternada de

quatro eletrodos. A avaliacdo consta de dupla realizacdo da técnica (HEYWARD;
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STOLARCZYK, 2000). O aparelho fornece o percentual de gordura diretamente através de

equac0es ja programadas pelos fabricantes no proprio instrumento.

3.6.3 Variaveis sociodemogréaficas e de estilo de vida

Foram coletadas informacdes sobre idade, sexo, escolaridade dos adolescentes e dos
pais e classificacdo socioeconémica da familia.

A escolaridade dos adolescentes foi avaliada pelo o nimero de anos completos de
estudo, a partir da série na qual o adolescente estava matriculado. A escolaridade dos pais foi
avaliada pelo nimero de anos completos de estudo e classificada de acordo com os critérios
da Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa - ABEP (ABEP, 2012) agrupados em
ensino fundamental, médio e superior completos.

Na determinagcdo do nivel socioecondmico foram empregados os “Critérios de
Classificagdo Econdomica do Brasil”, estabelecidos pela ABEP (ABEP, 2012). Esse
instrumento utiliza uma escala de pontos, obtida pela soma dos pontos da posse de itens
domeésticos e pelo grau de instrucdo do chefe da familia, classificando a populagéo nas classes
econbmicas Al, A2, B1, B2, C1, C2, D e E, de ordem decrescente, respectivamente iniciada
pelo de melhor poder aquisitivo.

Foi classificado como tabagista o adolescente que referiu fumar uma quantidade maior
ou igual a 5 cigarros por dia (PIEGAS, 2003). Os niveis de atividade fisica foram
classificados conforme metodologia proposta por Pate et al. (2002), segundo a qual séo
classificados como: a) pouco ativos ou sedentérios os individuos que acumularem < 300

minutos/semana; b) suficientemente ativos aqueles com > 300 minutos/semana.

3.7 Algoritmo de analise dos dados

Foi utilizado o programa Epi Info, versédo 6,04b (WHO/CDC, Atlanta, GE, USA),
sendo os dados digitados em dupla entrada e a consisténcia testada pelo médulo validate. As
analises estatisticas foram realizadas com o Statistical Package for Social Sciences — SPSS
for Windows, versdo 13.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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As varidveis continuas foram testadas quanto a normalidade da distribuicéo pelo teste
de Kolmogorov Smirnov (para avaliar a simetria da curva da distribuicdo das variaveis). As
concentracfes de apoB, apoA-l, indice apoB/apoA-1, AGP, HDL e glicose, bem como o
percentual de gordura, apresentaram distribuicdo normal, sendo descritos sob a forma de
média e desvio padrao.

As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal sofreram transformacéo
logaritmica (Ln), sendo retestadas quanto a normalidade. Apenas as concentracfes da fracdo
LDL assumiram distribuicdo normal, sendo expressas sob a forma de média geométrica e
intervalo de confianca de 95%. As demais varidveis que permaneceram com distribui¢cdo ndo
gaussiana foram apresentadas sob a forma de medianas e seus respectivos intervalos
interquartilicos.

Os adolescentes foram classificados em quatro grupos de acordo com a distribuicdo
percentilar das concentrac@es séricas das apolipoproteinas A-l e B e da relacdo apoB/apoA-I.

Na comparacdo entre as medias dos quartis avaliados foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA uma via), quando os critérios de homocedasticidade e distribuicdo normal
foram atingidos, e o teste de Bonferroni a posteriori. Os testes de Kruskal Wallis ¢ “U” Mann
Whitney foram utilizados quando os critérios de normalidade e/ou homocedasticidade nao
foram atingidos.

Na descricdo das proporgOes, a distribuicdo binomial foi aproximada a distribuicao
normal, pelo intervalo de confianca de 95%. Nos testes de inferéncia estatistica, as proporcoes
foram comparadas pelo teste do Qui quadrado de Pearson. Foi utilizado o nivel de

significancia de 5,0% para rejei¢do de hipdtese de nulidade.

3.8 Aspectos éticos

O estudo foi submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW da Universidade Federal
da Paraiba, pautado pelas normas éticas para pesquisa envolvendo seres humanos, consoantes
com a resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, sendo aprovado conforme Protocolo
CEP/HULW ne 723/10 (ANEXO 1).

Os adolescentes e seus responsaveis foram previamente informados dos objetivos e

métodos a serem adotados na pesquisa, contatados previamente ao dia da coleta pela equipe
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técnica, por intermédio das escolas. Mediante o seu consentimento, o responsavel assinou um
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).

Além do sigilo dos dados, foi garantido aos adolescentes e seus responsaveis o retorno
dos resultados das avaliacGes antropométricas e bioquimicas realizadas. Os pesquisadores se
mantiveram & disposicdo para esclarecimentos a qualquer duvida acerca dos procedimentos,

riscos, beneficios e outras duvidas relacionadas com a pesquisa.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the status of retinol, beta-carotene, and alpha-
tocopherol serum concentrations in adolescents with dyslipidemia. A case series dyslipidemia
study was conducted, with an attached control group, including 104 adolescents of public
schools in Recife during the months of March/April 2013. Retinol, beta-carotene and alpha-
tocopherol serum concentrations were analysed by high efficiency liquid chromatography.
Sociodemographic, anthropometric, clinical and biochemical variables were analysed.
Dyslipidemic adolescents had high serum concentrations of both retinol (p= 0.007) and beta-
carotene/apolipoprotein A-I ratio (p= 0.034); they also had low concentrations of beta-
carotene/total cholesterol (p= 0.000) and beta-carotene/apolipoprotein B ratios (p= 0.033)
when compared to the controls. The alpha-tocopherol serum status was not associated with
dyslipidemia. Overweight, abdominal obesity, lipid profile markers, systolic and diastolic
blood pressures were more prevalent in dyslipidemic adolescents. The findings show an
association between vitamin A and dyslipidemia in adolescents. However, additional
investigations in this risk group are necessary to clarify the mechanisms of action of this
nutrient in the pathogenesis of this syndrome, aiming at reducing cardiometabolic risks as of

earlier ages.

Keywords: Vitamin A; Carotenoids; Vitamin E; Dyslipidemia; Adolescent.
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1. INTRODUCTION

The prevalence of dyslipidemia in childhood and adolescence has increased over the
years [1]. Studies conducted in different Brazilian cities have shown the relevance of
dyslipidemia in this age range, and its prevalence varies from 6.0 to 71.4%, depending on the
parameter used as reference diagnosis [2-5]. The most usual type of dyslipidemia seen in
young individuals consists of low serum levels of high-density lipoproteins (HDL), which,
separately, are an indicator of a risk factor for the development of atherosclerosis [5,6].

Dyslipidemia in adolescents is associated with a poor diet including low consumption
of in natura food, which is the source of nutrients that protect cardiovascular health, such as
antioxidant vitamins [1].

The energy metabolism and the immunological system produce physiologically free
radicals that play biologically relevant roles to the human organism [7,8]. Under normal
circumstances, the deleterious effects of the free radicals are neutralized by a coordinated
antioxidant cell defence system, preventing oxidative stress, in which excessive oxidative
reactions might lead to irreversible systemic damages. The chronicity of oxidative stress
seems to contribute to a higher cardiometabolic risk, and is associated with the pathogenesis
of atherosclerosis [8,9].

Alpha-tocopherol and beta-carotene stand out as potentially antioxidant vitamin
compounds [8]. The interest in studying dietary antioxidants is based on their relevance as one
of the potential agents for the prevention of lipid peroxidation and atherosclerosis, as these
nutrients determine the composition of low-density lipoprotein (LDL) and its susceptibility to
oxidation. Diet, therefore, is a pivotal factor in the modulation of oxidative stress and
cardiometabolic risk, and the intake of an antioxidant-rich diet is associated with the reduction

of this risk [1].
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In spite of its importance for health, investigations focusing on the role of antioxidant
nutrients in the young population exposed to cardiovascular risks are scanty. Although
conceptually it is plausible to suppose that antioxidant liposoluble vitamins have an intimate
link with cardiometabolic risk markers, more empirical evidence is still needed for an
appropriate understanding of this association. This is why this study aimed at investigating the
status of retinol, beta-carotene, and alpha-tocopherol serum concentrations in adolescents

with dyslipidemia.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study design and population

This investigation derived from project “Dyslipidemia and its association with
excessive weight, sedentary lifestyle and oxidative stress in a cohort of school students in
Recife, PE”. The outline of the research comprised a case series dyslipidemia study with an
attached control group, nested in this cohort, the eligible population of which consisted of
adolescents of both genders, from 12 to 19 years of age, from public schools of Recife in
March/April, 2013.

The incidental cases of dyslipidemia and their respective controls were tracked by
means of a cross section of the eligible population. Adolescents with low serum

concentrations of HDL (<1,2 umol/L) and increased serum concentrations of triglycerides

(TAG) (>1,5umol/L) were considered cases of dyslipidemia - a combination dyslipidemia
found in 12.7% of the recruited adolescents. The adolescents who reported a personal history
of pathologies, or the use of medications that might change their lipid profile and/or the

regular use of vitamin supplements in the previous three months were excluded.
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In order to quantify the sample, an alpha error of 5% (1.96) and an error beta of 10%
(1.28) were considered with one standard deviation (S) for the distribution of serum retinol
concentrations of 0.252 uMol/L [10], and a difference (D) of 0.175 puMol/L to be detected
between the cases and controls for serum retinol concentrations. After using formula n= [(Z2
+ Zp,/z)z. 2.5/ d? [11], 44 cases was the minimum sample size. In order to fix occasional
losses, 15% [100/(100-15)] were added, resulting in 52 cases of dyslipidemia paired regarding

gender and age to a similar number of controls.

2.2. Evaluation techniques and methods

The researchers conducted the fieldwork, and a trained technical team collected the
data. The technical team is experienced in checking clinical and anthropometrical measures,
handling biological materials and delivering the questionnaire.

Systolic blood pressures and diastolic blood pressures were checked by the
auscultation method. Two right-arm measurements were made per adolescent in 5-minute
intervals.

As to the biochemical analyses, 5 mL of blood were drawn from each student by
venous puncture after a 10- to 12-hour fasting, and stored in dry vials. The vials were stored
in Styrofoam boxes containing reusable ice packs, sealed and transported for processing and
analysis in a clinical analysis laboratory. The materials used in the procedures were all
disposable and sterile.

Glucose, TAG, total cholesterol and HDL serum levels were determined by means of
an enzymatic method. The LDL fraction was calculated with Friedewald’s formula [LDL =
TC - HDL - TG/5] [12]. The diagnosis of dyslipidemia was performed according to the 1°

Brazilian Guideline for the Prevention of Atherosclerosis in Children and Adolescents [12].
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Serum levels of total cholesterol > 4,4 uMol/L, LDL > 3,4 uMol/L and TAG > 1,5 uMol/L
were all classified as increased values. Serum levels of HDL < 1,2 uMol/L are deemed lower
than the desirable values.

Apolipoproteins B and A-I as well as a-1-acid glycoprotein were analysed using Kits
based on the Immunoturbidimetric method (Randox, UK).

For the analysis of retinol, alpha-tocopherol and beta-carotene right after the drawing
of the venous blood, the samples were put into tagged test tubes and protected from the
incidence of light. After full coagulation, the samples were centrifuged at 3.000 rpm
(revolutions per minute) during 10 minutes for the total separation of the serum, which was
then transferred to Eppendorf tubes. Then, the samples were stored in a freezer at a
temperature of — 20°C, and transported for processing and analysis at the Micronutrient
Investigation Centre [Centro de Investigagdo em Micronutrientes] / Federal University of
Paraiba in Styrofoam boxes with ice, preserving the cold chain. After de-icing the samples,
100uL of serum were transferred to tapered glass tubes, and 100uL of absolute ethanol were
added to enable the settling of the hexane and the extraction of the vitamins of interest. The
samples were then agitated for 30 seconds in the tube agitator at continuous speed, and
centrifuged at a speed of 3.000 rpm for 5 minutes [13,14]. Then, 100 uL of the supernatant
were extracted, placed in small glass tubes and evaporated with nitrogen for 1 minute. The
sample residue was redissolved with 50 uL of methanol, from which 20 uL were drawn for
the high efficiency liquid chromatography analysis.

Considering that it is recognized that the lipid composition of plasma is a determining
factor for the serum levels of alpha-carotene and beta-carotene, as these nutrients are
physiologically transported by cholesterol-rich lipoproteins, the concentrations of these
nutrients were adjusted by using the ratios between these vitamins and variables total

cholesterol, apolipoprotein B (ApoB) and apolipoprotein A-I (Apo A-1) [15,16].
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Two weight, height, and waist circumference measurements were made. The averages
of the values were used, and differences in the measured values greater than 100 g for weight,
0.5 cm for height and 0.3 cm for waist circumference were not taken into account. Weight and
height were measured according to the technique described by Lohman et al. [17]. The body
mass was obtained from a digital electronic scale, brand Plenna-MEA-03140® (150 Kg
maximum load and 100 g precision). The height was measured with a Stanley® metric
measuring tape (1.0 mm precision and 0.5 cm accuracy). The waist circumference was
obtained from the middle point between the last costal arch and the iliac crest using a flexible
and short measuring tape, without compressing the tissues [18].

The overweight diagnosis was achieved by using the body mass index (BMI), and the
result found was interpreted in accordance with the values indicated by WHO-2007 [19],
considering gender and age. Abdominal obesity was assessed by the waist circumference,
taking into account age and gender (> percentile 80) [18] and by the waist-height ratio
(WHTtR) (value >0.5) [20].

The adolescents’ education level was determined by the number of full years in
school, based on the grade in which they were enrolled. The parents’ education level was
determined by their number of full years in school and classified, as well as the family
socioeconomic level, according to the criteria of the Brazilian Association of Research
Companies [21].

The adolescents who claimed to smoke a number of cigarettes > 5 per day were
classified as smoker [22]. The levels of physical activity were classified as follows: a)
underactive or sedentary — individuals who accumulated < 300 minutes/week; b) sufficiently

active — individuals who accumulated > 300 minutes/week [23].
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2.3. Data analysis algorithm

The Epi Info program, version 6.04b (WHO/CDC, Atlanta, GE, USA) was used to
build the database, and the data were typed in double data entry, and data consistency was
verified by the validate module. The statistical analyses were done using the Statistical
Package for Social Sciences — SPSS for Windows, version 13.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

The distribution normality of the continuous variables was tested using Kolmogorov
Smirnov’s test. BMI, waist circumference, glycemia, total cholesterol, LDL, ApoA-I, ApoB,
al-acid glycoprotein, retinol, and the beta-carotene/total cholesterol and beta-carotene/LDL
ratios were normally distributed, and were described as their averages and standard
deviations. The variables that were not normally distributed underwent a logarithmic
transformation, and their normality was retested. Variables ApoB/ApoA-I, alpha-tocopherol,
alpha-tocopherol/LDL, alpha-tocopherol/ApoB, alpha-tocopherol/ApoA-I and beta-
carotene/ApoB were normally distributed and were described in the form of geometric means
and confidence intervals of 95% (Clgsy,). The other variables still presenting a non-Gaussian
distribution were described in the form medians and interquartile ranges.

Student’s t-test for unpaired data was used to compare the averages of the studied
groups when the homoscedasticity criteria and normal distribution were met; otherwise, Mann
Whitney’s “U” test was used.

In describing the proportions, the binomial distribution approximated the normal
distribution by theClgsy. In the statistical inference tests, proportions were compared by
Pearson’s Chi-square test. The significance level adopted for rejecting the null hypothesis

was 5.0%.
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2.4. Ethical Aspects

This study was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration of
Helsinki and all procedures involving human subjects were approved by the Committee of
Ethics in Research with Human Beings of Lauro Wanderley University Hospital at the
Federal University of Paraiba [Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba] (Record CEP/HULW

No. 723/10). Written informed consent was obtained from all subjects.

3. RESULTS

Variables gender, age, fathers’ education level, and social class were similar in both
groups (Table 1). The median age was 15 years (Interquartile Range=2.0) in both groups
(p=0.898, Mann Whitney’s “U” test). Approximately 67% (Clgso,: 50.3-80.0) of the
adolescents’ mothers in the control group did not complete their secondary education.

Overweight and abdominal obesity were more prevalent in dyslipidemic adolescents.
Obese individuals were found only in this group (28.8%, Clgse,: 43.3-71.0).

Most adolescents were considered underactive (64.4%), and only three of them —all
belonging to the case group — were smokers (2.9%, Clgsy,: 0.8-8.8).

It was found that among the dyslipidemic adolescents, concomitant to low HDL serum
concentrations and increased concentrations of TAG, 61.5% (Clgsy,: 47.0-74.4) of the
adolescents also had hypercholesterolemia, and 23.1% (Clgs,: 13.0-37.2) had increased LDL
serum levels.

The average BMI, waist circumference, total cholesterol, LDL, ApoB and

ApoB/ApoA-I ratio, as well as the percentile distribution of systolic and diastolic blood
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pressure figures were higher in adolescents with dyslipidemia, when compared to those seen
in the control group. Only the average concentrations of ApoA-I were lower in adolescents
with dyslipidemia, when compared to the control group (Table 2).

The average retinol and the median of the beta-carotene/ApoA-I ratio were higher in
dyslipidemic adolescents. Beta-carotene/total cholesterol and beta-carotene/ApoB ratios were
lower in dyslipidemic adolescents. However, alpha-tocopherol serum concentrations were not

associated with dyslipidemia (Table 3).

4. DISCUSSION

The results found in our series of public school adolescents in the city of Recife build
evidence showing dyslipidemia as an existing risk factor as of earlier ages. Romero et al. [2]
also found in adolescents of public schools in the State of S&do Paulo, a high prevalence of
dyslipidemia (71.4%). Low HDL concentrations represent the altered parameter of greatest
order of magnitude (40.7%). Similar reports have been described by Pereira et al. [4], who
found a prevalence of dyslipidemia of approximately 64% in adolescents in the city of Recife.
Low HDL concentrations were the most frequent finding (56.0%).

Changes in the family diet patterns have become usual in the most recent decades. The
“obesogenic” environment has had a comprehensive impact on the adolescent market,
resulting in a more challenging choice of healthy diets. In the young population, obesity and
its comorbidities are related to unhealthy lifestyles, including inappropriate consumption of
fat, cholesterol, salt and fibres, as well as sedentary lifestyles [24].

In both groups, insufficient practice of regular physical exercise was found in our

sample (64.4%), pointing at a risky lifestyle for cardiovascular disease (CVD). A similar
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frequency of underactive young individuals (65.8%) was also found in adolescents of public
schools in the State of S&o Paulo [2].

In our results, overweight and abdominal obesity were significantly more prevalent in
dyslipidemic adolescents, showing an association between these morbidities. Among
adolescents of the State of Bahia, dyslipidemia was also significantly associated with
overweight (odds ratio = 3.14; Clgse,: 1.93-5.12) [3].

The average BMI, waist circumference, total cholesterol, LDL, ApoB and ApoB/Apo
A-1 ratio, as well as the percentile distributions of the systolic and diastolic blood pressure
figures were found significantly higher in the group of dyslipidemic adolescents in our study.
Then, multiple cardiovascular risk factors were found in these individuals and, considering
the adverse impact of this atherogenic profile over the years, a prompt intervention in this
young risk group is highly needed.

Likewise in adults, excessive adiposity in the childhood [25] and adolescence [26] is
associated with an inflammatory process and oxidative stress, and both are well-established
cardiometabolic risk factors. In a cohort study of female adolescents, higher serum
concentrations of lipoperoxidation markers were found pari passu to an increase in the
obesity measures. There was still a positive correlation with variables total cholesterol, LDL,
Apo B and non-HDL cholesterol. These results lay emphasis on the oxidative stress markers
as an important link between dyslipidemia and metabolic damages resulting from the
progression of vascular dysfunctions [27].

In our study, vitamin A serum concentrations behave differently, and may express the
consumption or the metabolic mobilization of this nutrient. The average retinol, and the
median beta-carotene/ApoA-I ratio were significantly higher in dyslipidemic adolescents,
while beta-carotene/total cholesterol and beta-carotene/ApoB ratios were significantly lower

in these individuals.
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Regarding retinolemia, despite the differences between the age ranges, our results are
similar to those found in the elderly population in the State of Pernambuco [28], where a
significant increase of retinolemia was found in the elderly with stage 1 hypertension, when
compared to those with optimal or normal blood pressure. It has been suggested that this
association would be due to further mobilization of the hepatic reserves of vitamin A for the
circulating plasma, thus greater availability for the target-tissues, as well as an antioxidant cell
defence response to the oxidative stress generated by the hypertensive process. It is possible
that a higher level of retinolemia, identified in the dyslipidemic adolescents of our study, are
also an organic response against the oxidative damage promoted by an unfavourable lipid
profile.

The association between the status of vitamin A and chronic diseases was also
identified in a study with obese children and adolescents of the State of Sdo Paulo, in which
the values of retinol were directly associated with TAG and HDL serum concentrations, and
inversely associated with postprandial glycemia. After a multivariate analysis, only
postprandial glycemia became a predictive and independent variable of retinolemia [29].

A study with adolescents of Rio de Janeiro [25] underlines the significant and negative
correlation between BMI and carotenoid serum levels, assigned to the metabolic consumption
of antioxidant nutrients in individuals exposed to an increase in the oxidative processes due to
overweight. Among Mexican children, an inverse association was found between the
carotenoid serum concentrations and the alpha/tocopherol ratio with adiposity, suggesting that
physiological alterations do justify this association, including the possibility that this result is
a consequence of the antioxidant defence mechanisms [30].

A study on children and adolescents in the North of Switzerland found that the intake
of vitamins C, E and beta-carotene is a significant negative predictor of leptin, the circulating

concentrations of which were significantly higher as adiposity increased [31].
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Regarding the Young Adult Longitudinal Trends in Antioxidants (YALTA) Study [32],
total and individual concentrations of carotenoids, but lycopene, were inversely associated
with endothelial dysfunction, oxidative stress and inflammation markers, even after the
adjustments made to the multiple regression analysis, and this corroborates the relation
between carotenoids and risk factors for CVD [33].

In our study with adolescents, no differences were found in the average serum
concentrations of alpha-tocopherol as a function of dyslipidemia, even after the adjustments
by means of the lipid profile. These findings are different from the study with Italian children,
in which the significantly lower vitamin-E circulating concentrations were found in the obese
individuals. Moreover, the concentrations of malonialdehyde — an important marker of
lipoperoxidation — were directly related to BMI and waist circumference, and inversely
related to serum vitamin E. Therefore, in obese children, an altered oxidant state produces
higher intake of antioxidant vitamins. Detecting an oxidative imbalance during childhood is
quite alarming, as hormonal changes, typical in puberty, may worsen this imbalance in
adolescence [34].

It is worth noting that the small sample size of our study might not have favoured the
finding of changes in the behaviour of alpha-tocopherol as it relates especially to
dyslipidemia, considering the chronic development pattern of the lipid disorders that might
have limited the possibility of comparing these variables more specifically, such as in the
cross sectional approach of this investigation. It is also possible that the young age group of
our sample also develops antioxidant compensation mechanisms to balance a greater need to
use and/or mobilize nutrients in the presence of an initial oxidative stress, such as
dyslipidemia, for example, so that the differences in the serum concentrations of the

antioxidant vitamins could be detected only at later stages of life.
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Because of the extremely low number of overweight adolescents without dyslipidemia
in our sample, adjusting the concentrations of the vitamins studied based on their body mass
was not feasible, as the statistical results could be masked by a random error, and this was a
limitation to be considered in this investigation.

It is known that the risk of chronic diseases and oxidative stress may be related to
socioeconomic variables. In the adults of The Coronary Artery Risk Development in Young
Adults (CARDIA) Study, higher levels of education, employment and income were associated
with higher concentrations of carotenoids and ascorbic acid, and correlated negatively to
oxidative stress markers [35]. In the children and adolescents of the State of Bahia,
dyslipidemia was significantly related to low levels of maternal education (odds ratio = 1.72;
Clgsy,: 1.08-2.75). Usually, opportunities to improve education and access to information
promote a more conscious dietary choice, therefore improving nutritional adequacy. In
addition, it is possible that mothers that are more educated participate more actively in the
care given to their children, which may lead to less cases of dyslipidemia [3].

Unusually, a higher prevalence of more educated mothers was seen in the group of
dyslipidemic adolescents of our study. Considering that the etiological factors of chronic non-
communicable diseases in young individuals still need to thoroughly elucidated, it is
suggested that this finding is due to a random error, reflecting the need for more investigation
in future interventions of higher risk groups.

It is reasonable to underline that the action of the dietary antioxidants of biological
importance in vivo depends on several factors, such as the level of oxidative stress to which
the organism is exposed, the composition, the quantities and the bioavailability of
antioxidants and pro-oxidants usually ingested, which may act in an additive and/or

synergistic way [7].
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In healthy adolescents, a varied diet of fruits and vegetables was associated with low
levels of oxidative stress and inflammation markers, suggesting that such kind of food may
act at an early stage on these markers, and that a similar pattern of consumption brings even
stronger benefits with the evolution of age, resulting in lower cardiovascular risk [36]. A
research conducted with female obese adolescents found that the consumption of nutrients
and antioxidant substances had a positive impact on the lipid profile, although not having
changed the anthropometric parameters [37].

Therefore, it is valid emphasizing an appropriate contribution of fruits and vegetables
and, consequently, antioxidants in adolescence, favouring homeostasis influenced by the
growth, and by hormonal alterations during this stage of life, which is more susceptible to
lipid peroxidation [38].

Other limitations to be considered in this study should be described. First, as in any
cross-sectional study, it is not possible to ensure causal relations between the variables, as
residual confounding factors might have affected the reported associations. In this sense,
prospective studies are highly recommended.

Attention should equally be paid to the fact that the definition of dyslipidemia implies
the adoption of biomarkers (isolated or in combination) that may not be the most valid
parameters for the identification of the dyslipidemic syndrome. On the other hand, the
diagnostic discrimination points used to identify the states of normality/abnormality are, in
the best case, consensual, thus subject to a classification bias.

In addition, it is important to reinforce that investigating the action of antioxidant
compounds analysed from isolated nutrients, rather than considering dietary patterns, is a
relevant methodological limitation, as the interaction of the nutrients is not considered, which

may act synergistically in the protection against oxidative damages. Thereby, it is possible to
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incur in interpretation errors about the results referring to the antioxidant potential of the
studied compounds [8].

It is also important to highlight that, because of the characteristics of the current
available methodology, only liposoluble antioxidant vitamins were studied. However,
measuring the presence/intensity of oxidative stress requires investigating a whole set of other
specific markers. Therefore, the mechanisms responsible for the association of the studied
vitamins and dyslipidemia in adolescents, in this model, justify further investigation.

The findings show an association of vitamin A with the pathogenesis of dyslipidemia
in young individuals. All in all, caution is necessary when analysing this association, as the
mechanisms modulating the effects of this nutrient in the organism are not precisely clear.

Considering that the atherosclerotic plaque buildup starts early in life, and that
appropriate antioxidant consumption is associated with less adverse effects in adulthood, this
paper contributes to a better understanding about the behaviour of liposoluble vitamins in
dyslipidemic adolescents. It is also worth mentioning that population diagnoses on the
association of cardiometabolic risk factors and antioxidant nutrients are highly valid, as they
foster the development of strategies for promoting healthy dietary habits — built since
childhood and adolescence — that tend to remain over a lifetime, and this relates to a lower

prevalence of chronic non-communicable diseases.
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Table 1. Sociodemographic, anthropometric and lifestyle characteristics of adolescents

with and without dyslipidemia in public schools. Recife, 2013.

Cases® Controls
Variables Categories p"
n (%) cr n (%) cr
Male 30 (57.7) 433-71.0 21 (40.4) 27.3-54.9 0.078
Gender Female 22 (42.3) 29.0-56.7 31 (59.6) 45.1-72.7
Total 52 (100.0) 52 (100.0)
12 to 15 years 36 (69.2) 54.7-80.9 36 (69.2) 54.7-80.9 1.000
Age 16 to 19 years 16 (30.8) 19.1-45.3 16 (30.8) 19.1-45.3
Total 52 (100.0) 52 (100.0)
Until Elementary School 17 (41.5) 26.7-57.8 20 (62.5) 43.7-78.3 0.074
Father’s
High School / Higher Education 24 (58.5) 42.2-73.3 12 (37.5) 21.7-56.2
Schooling®
Total 41 (100.0) 32 (100.0)
Until Elementary School 19 (43.2) 28.7-58.8 28 (66.7) 50.3-80.0 0.029
Mother’s
High School / Higher Education 25 (56.8) 41.1-71.3 14 (33.3) 20.0-49.6
Schooling®
Total 44 (100.0) 42 (100.0)
B1 or B2 (> 23 points) 12 (26.1) 14.7-41.4 9(20.0) 10.0-35.0 0.491
Social Class® C1, C2 or D (< 22 points) 34 (73.9) 58.6-85.2 36 (80.0) 65.0-90.0
Total 46 (100.0) 45 (100.0)
Not overweight 22 (42.3) 29.0-56.7 45 (86.5) 73.6-94.0 0.000
Body Mass
Overweight/Obesity 30 (57.7) 43.3-71.0 7 (13.5) 6.0-26.4
Index®
Total 52 (100.0) 52 (100.0)
Without abdominal obesity 25 (48.1) 34.2-62.2 50 (96.2) 85.7-99.3 0.000!
Waist
With abdominal obesity 27 (51.9) 37.8-65.8 2(3.8) 0.7-14.3
Circumference®
Total 52 (100.0) 52 (100.0)
Waist Without abdominal obesity 28 (53.8) 39.6-67.5 50 (96.2) 85.7-99.3 0.000
Circumference/ With abdominal obesity 24 (46.2) 32.5-60.4 2(3.8) 0.7-14.3
Height' Total 52 (100.0) 52 (100.0)
Underactive 36 (69.2) 54.7-80.9 31 (59.6) 45.1-72.7 0.306
Physical
Active 16 (30.8) 19.1-45.3 21 (40.4) 27.3-54.8
Activity?
Total 52 (100.0) 52 (100.0)

2High-density lipoprotein < 1,2 pmol/L and triglycerides > 1,5umol/L "Confidence Interval 95% CBrazilian Association of Research

Companies, 2012 “WHO (De Onis, Onyanho, Borghi, Siyam, Nishida, Siekmann, 2007) °Abdominal obesity > percentile 80 (Taylor, Jones,

Williams, Goulding, 2000) ‘Abdominal obesity > 0,5 (Li, Ford, Mokdad, Cook, 2006) ®Underactive < 300 minutes/week and Active >300

minutes/week (Pate, Freedson, Sallis, Taylor, Sirard, Trost et al., 2002) "Pearson’s Chi-square test 'Fisher’s exact test.
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Table 2. Clinical and biochemical characteristics of adolescents with and without

dyslipidemia in public schools. Recife, 2013.

Cases® (n=52) Controls (n=52)
Variables p?
R (SD" Minimum Maximum R (SD" Minimum Maximum
Systolic blood pressure
120.0 (20.0) 100.0 170.0 110.0 (10.0) 90.0 130.0 0.000"
(mmHg)®®
Diastolic blood
75.0 (10.0) 60.0 100.0 70.0 (10.0) 60.0 90.0 0.000"
pressure (mmHg)“@
Glucose (umol/L) 4.7 (0.5) 3.9 5.7 4.6 (0.5) 3.9 5.6 0.147
Total cholesterol
4.7 (1.0) 2:7 7.0 3.9(0.3) 2.9 4.4 0.000
(umol/L)
Low-density
2.7(0.9) 1.0 4.8 2.2(0.3) 1.3 2.7 0.000
lipoprotein (umol/L)
Apolipoprotein A-1
2.3(0.7) 0.9 4.1 2.6 (0.7) 0.9 41 0.022
(/L)
Apolipoprotein B (g/L) 2.2 (0.6) 0.9 3.2 1.9 (0.3) 0.8 24 0.007
0.87 0.74
ApoB/A-1°® 1.40 4.4 1.7 7.2 0.000
(0.71-0.93) (0.71-1.42)
alfa;-acid glycoprotein
0.8(0.2) 0.4 11 0.7 (0.2) 0.4 1.0 0.151

(g/L)

®High-density lipoprotein < 1,2 umol/L and triglycerides > 1,5umol/L "Standard Deviation “Median “Interquartile Range *Geometric Mean

fConfidence Interval 95% %Student’s t-test for unpaired data "Mann Whitney’s “U” test.



Table 3. Serum levels of antioxidant liposoluble vitamins in adolescents with and

without dyslipidemia in public schools. Recife, 2013.

62

Cases® Controls
Variables pe
n R(SD") Minimum Maximum n R(SDb) Minimum Maximum
Retinol (umol/L) 52 1.09 (0.44) 0.18 2.58 51 0.89 (0.28) 0.38 1.80 0.007
Alpha-tocopherol
52 11.4(8.6-15.0) 1.2 171.0 51 9.4(7.4-11.9) 11 3438 0.660
(mmol/L)™®
Alpha-tocopherol/total
52 0.588 (0.599) 0.01 0.91 51 0.574 (0.429) 0.01 3.05 0.879"
cholesterol®®
Alpha-tocopherol/
0.067 0.112
Low-density 52 0.009 1.584 51 0.123 6.554 0.920
(0.049-1.027) (0.087-0.144)
lipoprotein @
Alpha-tocopherol / 0.055 0.05
52 0.004 0.771 51 0.005 2.138 0.610
Apolipoprotein B @ (0.043-0.071) (0.04-0.06)
Alpha-tocopherol/ 0.053 0.038
52 0.004 0.644 51 0.003 1.127 0.080
Apolipoprotein A-1°® (0.04-0.07) (0.03-0.05)
Beta-carotene
44 0.89 (0.005) 0.89 0.99 39 0.89 (0.018) 0.89 11 0.138"
(pmol/L)*®
Beta-carotene/total
44 0.005 (0.001) 0.00 0.01 39 0.006 (0.000) 0.01 0.01 0.000
cholesterol
Beta-carotene / Low-
44 0.009 (0.004) 0.00 0.02 39 0.011 (0.002) 0.01 0.02 0.056
density lipoprotein
Beta-carotene / 0.004 0.005
44 0.003 0.01 39 0.004 -0.01 0.033
Apolipoprotein B<® (0.003-0.005) (0.004-0.006)
Beta-carotene /
44 0.004 (0.001) 0.00 0.01 39 0.003 (0.001) 0.00 0.01 0.034"

Apolipoprotein A-1°?

®High-density lipoprotein < 1,2 umol/L and triglycerides > 1,5umol/L "Standard Deviation “Geometric Mean “Confidence Interval 95%

®Median ‘Interquartile Range %Student’s t-test for unpaired data "Mann Whitney’s “U” test.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the association between apolipoproteins A-I and
B, and the apolipoprotein B/apolipoprotein A-I ratio and cardiometabolic risk variables in
adolescents. This was a cross-sectional study including 104 adolescents of public schools in
Recife during the months of March/April, 2013, and evaluated clinical, biochemical,
anthropometric and sociodemographic variables. The apolipoproteins were analysed via
Immunoturbidimetry. The increase in the mothers’ education level was associated with lower
serum concentrations of apolipoprotein A-1, and higher concentrations of the apolipoprotein
B/apolipoprotein  A-1 ratio. Body mass index, waist circumference, waist
circumference/height, triglycerides, cholesterol/HDL, and apolipoprotein B/apolipoprotein A-
| declined with the progress of the percentile distribution of apolipoprotein A-I
concentrations, while the HDL and apolipoprotein B increased between the first and last
quartiles of the apolipoprotein A-1 concentrations. Systolic blood pressure, body mass index,
waist circumference, waist circumference/height, cholesterol, LDL, triglycerides,
cholesterol/HDL, and LDL/HDL increased progressively in the quartile distribution of the
concentrations of apolipoprotein B and apolipoprotein B/apolipoprotein A-1. Alfa-1-acid
glycoprotein serum levels increased hand-in-hand with the percentile progression of
apolipoprotein B. Gender, age, body fat percentage and glycaemia were not different between
the quartiles of the isolated apolipoproteins, as well as the apolipoprotein B/apolipoprotein A-
| ratio. The findings underline an important association of apolipoproteins A-1 and B, and the
apolipoprotein B/ apolipoprotein A-I ratio and their clinical, biochemical and anthropometric
cardiometabolic risk. However, prospective studies are important to evaluate the pertinence of

implementing these markers in the clinical practice.

Keywords: Apolipoprotein A-1. Apolipoprotein B. Dyslipidemias. Adolescent.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis is a progressive disease characterized by the accumulation of lipids
and fibrotic elements in the great arteries, and it is the main contributor to the growing
number of cases of CVD, nowadays®™. Although the atherosclerotic disease in general
prevails in the adult age, cardiovascular risk markers and subclinical coronary atherosclerosis
have been identified in children®® and adolescents®™”, and tend to persist in adulthood,
indicating their need to be investigated in these age ranges®.

Among the traditional cardiovascular risk factors, some stand out, such as the
increasing serum levels of cholesterol linked to LDL, and the decreasing levels of cholesterol
linked to HDL®'? arterial hypertension™, Diabetes Mellitus"?, sedentary lifestyle®,
inappropriate diet®, obesity™®, and metabolic syndrome (MS)®.

Regarding the lipid profile, it has been observed that the risk of atherosclerotic disease
seems to be more closely related to the number of circulating atherogenic particles that
contact and go through the arterial wall, than with the isolated concentrations of cholesterol
contained in those lipoprotein fractions®®'". Therefore, focusing risk evaluation in only one
classical parameter, such as the LDL or HDL fraction, for example, may result in therapeutic
misconduct™®. Consequently, measuring blood concentrations of apolipoproteins B and A-I
has been considered for expressing more appropriately the balance of atherogenic and
antiatherogenic particles®.

Apolipoproteins are structural and functional proteins of the lipoprotein particles™,
which perform important functions for the lipoprotein metabolism as carriers of these
hydrophobic molecules in the plasma agueous medium, binding to the specific receptors on
the cell surface to conduct the lipids correctly to the target organs and tissues of the organism.
They also activate or inhibit the enzymes involved in the lipid metabolism@%®).

Apolipoprotein A-l (apo A-I) is HDL’s largest structural protein component. It is
responsible for stimulating the reverse cholesterol transport, removing the exceeding
cholesterol from the tissues and redirecting it to the liver®, and it may also be responsible for
the anti-inflammatory and anti-oxidant properties of the HDL®%%?.

Apolipoprotein B (apo B) accounts for approximately 90% of the protein in the LDL,
and it is the principal functional protein for carrying cholesterol to the peripheral cells. It is
present in kilomicrons (apo B-48), in the very low density and intermediary lipoproteins, and

in the LDL such as apo B-100“?, correlating with the non-HDL cholesterol level®.
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The apoB/apoA-I ratio, therefore, reflects the cholesterol balance of the potentially
atherogenic and anti-atherogenic lipoprotein particles®®. Consequently, its high value would
indicate an increased tendency to cholesterol deposition, endothelial dysfunction and, as a
result, higher risk of atherogenesis®*). This is why the apoB/apo A-I ratio has been reported
as an important predictor of cardiovascular risk, being superior to lipids, lipoproteins®” and
conventional lipid ratios, such as total cholesterol/HDL®® and LDL/HDL®®.

Considering the magnitude of the coronary arterial disease at earlier ages, all over the
world, this study aimed at investigating the association of both apolipoproteins A-I and B and
the apoB/apoA-I ratio with cardiometabolic risk variables in adolescents of public schools in

Recife, Northeast Brazil.
METHODS

Study design and population

The investigation derived from a larger project titled “Dyslipidemia and its association
with excessive weight, sedentary lifestyle and oxidative stress in a cohort of school students
in Recife, PE”. An evaluation was made of the anthropometric, lipid profile and lifestyle
parameters, in addition to socioeconomic and demographic aspects, in the baseline of this
project.

The outline of the research comprised a cross-sectional study, nested in this cohort, the
eligible population of which consisted of adolescents of both genders from 12 to 19 years of
age, recruited in public schools of Recife, in the period from March to April 2013.

In order to size the sample, a pilot study was undertaken, and a prevalence was found
showing a 50% increase in triglycerides (TAG) serum concentrations between the first and the
last quartile of the apoB/apoA-I index distribution. In defining the sample size, an equation
was used to calculate the sample with infinite population®” [n = z% x pg/d?], where z =
confidence interval (1.96), p = estimated prevalence (50%), and d = margin of error (14%).
As this is a “finite” population, the sample “n” was adjusted according to the equation [n =
n/1 + (n/N)]®®, where n = sample “n” (49), and N = population size (409). Then, a correction
was made due to the effect of the sample design (factor 2.1) per cluster, resulting in a
minimum number of sample units of 92 individuals. In order to repair any losses, a choice
was made to correct the sample size by 10.0% [100/(100-10)], resulting in a final sample of

103 adolescents.
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Evaluation techniques and methods

The researchers conducted the fieldwork supervision, and a previously trained
technical team collected the data. The technical team is experienced in checking clinical and
anthropometrical measures, handling biological materials and delivering the specific

questionnaires.

Clinical and biochemical variables

Systolic blood pressures (SBP) and diastolic blood pressures (DBP) were checked by
the auscultation method. Two right-arm measurements were made per adolescent in 5-minute
intervals. SBP and DBP were registered in the first and fourth Korotkoff’s phases,
respectively. The values acquired in the second check were considered and classified
according to the 1% Brazilian Guideline for the Prevention of Atherosclerosis in Children and
Adolescents®,

As to the biochemical analyses, approximately 5 mL of blood were drawn from each
student by venous puncture after a 10- to 12-hour fasting. The blood was stored in dry vials in
a room prepared in advance, in each school. The materials used for collecting and processing
were all disposable and sterile. The vials were stored in Styrofoam boxes containing reusable
ice packs, sealed and transported for processing and analysis in a clinical analysis laboratory.

An analysis was made of the serum concentrations of glucose, TAG, total cholesterol
(TC), LDL and HDL, apolipoprotein A-I, apolipoprotein B and alfa-1-acid glycoprotein
(AGP).

Glucose, TAG, TC and HDL serum levels were determined by means of an enzymatic
method. The LDL fraction was calculated with Friedewald’s formula [LDL = TC - HDL -
TAG/5]. This formula is valid for plasma concentrations of TAG < 4,5 uMol/L. Above this,
the LDL values are underestimated®. The reference values used to diagnose dyslipidemias
were preconized by the 1% Brazilian Guideline for the Prevention of Atherosclerosis in
Children and Adolescents®®. Serum levels of TC > 4,4 uMol/L, LDL > 3,4 uMol/L and TAG
> 1,5 uMol/L were all classified as increased values. Serum concentrations of HDL < 1,2
uMol/L are deemed to be below the desirable values.

The diagnostic criteria of diabetes mellitus were those preconized by the American
Diabetes Association — ADA®?, which views diabetes whenever fasting glycaemia is > 7
uMol/L, after a fasting period of at least 8 hours. Fasting glycaemia values between > 5,6 e <

7 uMol/L are deemed an increased risk for diabetes.
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Apolipoproteins B and A-l, as well as alfa-1-acid glycoprotein were analysed using

Kits based on the Immunoturbidimetric method (Randox, UK).

Anthropometric variables

The anthropometric evaluation consisted of measuring two values of weight, height
and waist circumference, and the averages of these two values were used. For data
consistency purposes, differences greater than 100 g for weight, 0.5 cm for height and 0.3 cm
for waist circumference in the measured values were not taken into account.

The measurements of weight and height were done according to the original technique
recommended by Lohman et al.®). The body mass was obtained from a digital electronic
scale, brand Plenna-MEA-03140®, with maximum load of 150 Kg and precision of 100 g. The
height was measured with a Stanley® metric measuring tape with 1.0 mm precision and 0.5
cm accuracy. The waist circumference (WC) was obtained from the middle point between the
last costal arch and the iliac crest using a flexible and short measuring tape, without
compressing the tissues®?.

The overweight diagnosis was achieved by using the body mass index (BMI), and the
result found was interpreted in accordance with the values indicated by WHO-2007%),
considering gender and age. The abdominal obesity diagnosis was achieved by evaluating the
WC and the WC (cm)/Height (cm) ratio. For the classification of waist circumference, the
cutoff point recommended by Taylor et al.®® was used. It defines abdominal obesity as WC >
percentile 80 adjusted for age and gender. Regarding WC/Height, the cutoff point used for the
definition of abdominal obesity was value > 0.5, as preconized by Li et al.®?,

A Maltron BF-906° (Maltron Int'l Ltd, Essex, UK) was used to measure
bioimpedance with four electrodes at a frequency of 50 Hz, alternating current (AC). The
evaluation consists of performing the technique twice®. The equipment provides the
percentage of fat directly by means of equations previously programmed by the manufacturers

of the instrument.

Sociodemographic and lifestyle variables

Age, gender, education level and socioeconomic classification data were collected.
The education level of the adolescents was determined by the number of full years of study,
based on the grade in which the adolescent was enrolled. The parents’ education level was

determined by the number of full years of study, and classified according to the criteria of the
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Brazilian Association of Research Companies®”, grouped as completed elementary
education, secondary education, and higher education.

In determining the family’s socioeconomic level, the “Brazilian Economic Ranking
Criteria” were used, as established by Brazilian Association of Research Companies®®. This
system uses a scoring scale, obtained by adding the scores related to the household appliances
owned by the head of the family, and by his or her level of education, consequently ranking
the population in classes Al, A2, B1, B2, C1, C2, D and E, in descending order, starting at the
highest purchasing power.

The adolescents who claimed to smoke a number of cigarettes > 5 per day®” was
classified as smoker. The levels of physical activity were classified according to the
methodology proposed by Pate et al.®®, as follows: a) underactive or sedentary — individuals
who accumulated < 300 minutes of weekly physical activity; b) sufficiently active —

individuals who accumulated > 300 minutes/week.

Data analysis algorithm

The Epi Info program, version 6.04b (WHO/CDC, Atlanta, GE, USA) was used, and
the data were typed in double data entry, and data consistency was verified by module
validate. The statistical analyses were done using the Statistical Package for Social Sciences —
SPSS for Windows, version 13.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

The distribution normality of the continuous variables was tested using Kolmogorov
Smirnov’s test. The concentrations of apoB, apoA-l, apoB/apoA-I rate, AGP, HDL and
glucose, as well as the percentage of fat were normally distributed and were described in the
form of averages and standard deviations. The variables that were not normally distributed
underwent a logarithmic transformation (Ln), and their normality was retested. Only LDL
fraction concentrations were normally distributed and were described in the form of
geometrical averages and confidence intervals of 95%. The other variables still presenting a
non-Gaussian distribution were described in the form of their medians and interquartile
ranges.

The adolescents were classified into four groups according to the percentile
distribution of apolipoproteins A-I and B serum concentrations, and the apoB/apoA-I ratio.

The analysis of variance (One-Way ANOVA) was used to compare the averages of the
calculated quartiles when the homoscedasticity criteria and normal distribution were met, and
Bonferroni’s test was used later. Kruskal Wallis’ and Mann Whitney’s “U” tests were used

when normality or homoscedasticity criteria were not met.



71

In describing the proportions, the binomial distribution approximated the normal
distribution by the confidence interval of 95%. In the statistical inference tests, proportions
were compared by Pearson’s Chi-square test. The significance level adopted for rejecting the

null hypothesis was 5.0%.

Ethical Aspects

This study was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration of
Helsinki and all procedures involving human subjects were approved by the Committee of
Ethics in Research with Human Beings of Lauro Wanderley University Hospital —
CEP/HULW at the Federal University of Paraiba [Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW da Universidade
Federal da Paraiba], and was approved as per Record CEP/HULW No. 723/10.

The adolescents and their guardians were informed in advance about the objectives
and methods to be adopted in the research, when contacted before the day of the collection by

the technical team. Written informed consent was obtained from all subjects.

RESULTS

The sample consisted of 104 individuals. Both genders were proportionally distributed
(p=0.845). The median age was 15 years (Interquartile Range=2.0). The minimum age was 12
years, and the maximum age was 19 years.

Regarding socioeconomic and lifestyle characteristics, 50.7% of the fathers (Clgso:
38.8-62.5), and 54.7% (Clgsy: 43.6-65.3) of the mothers of the studied adolescents did not
complete their secondary education, and 77.0% (Clgse,: 66.7-84.8) of the families were part of
social classes C or D. Only three adolescents (2.9%, Clgse: 0.8-8.8) were classified as
smokers, and 64.4% were considered underactive or sedentary (Clgsey,: 54.4-73.4).

As shown in Table 1, the percentile distribution of apolipoproteins A-I and B, as well
as the apoB/ApoA-I ratio did not vary as a function of variables gender, age, parental level of
education, social class and physical activity. An observation regarding the mothers’ education
level, however, was that a higher education level was associated with lower serum
concentrations of ApoA-I and higher concentrations of the apoB/apoA-I ratio.

Regarding the anthropometric variables, overweight was found in 35.6% (Clgse: 26.6-
45.6) of the sample, of which 14.4% (Clgse,: 8.6-23.0) were classified as obese, according to
the BMI for age and gender. Abdominal obesity was found in 27.9% (Clgse,: 19.7-37.7) of the
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individuals, according to their waist circumference, and in 25.0% (Clgse: 17.3-34.6) of the
adolescents, according to their waist circumference/height ratio.

High systolic and/or diastolic blood pressure levels were found in 15.4% (Clgse,: 9.3-
24.1) of the sample. There were no cases of fasting glycaemia suggesting diabetes mellitus
(>7 uMol/L), but 4.8% (Clgse: 1.8-11.4) of the individuals were found glucose intolerant
(>5,6 e <7 uMol/L).

The demographic, anthropometric, clinical and biochemical characteristics of the
participants, according to the percentile distribution of apoA-I, apoB and apoB/apoA-I ratio
concentrations, are given in Tables 2, 3 and 4, respectively.

BMI, WC, WC/Height and TAG values and TC/HDL and apoB/apoA-I ratios
expressed a statistically significant reduction with the progress of the percentile distribution of
apoA-I concentrations. However, the averages of HDL and apoB, on their turn, increased
significantly from the first to the last quartile of the apoA-I concentrations.

Both the BMI, WC and WC/Height anthropometric variables, and the SBP, TC, LDL,
TAG, as well as the CT/HDL and LDL/HDL indices increased significantly over the
distribution in the quartiles of apoB and apoB/apoA-I ratio.

AGP serum levels varied only within the quartiles of apoB, increasing pari passu with
the progress of the percentile distribution.

Gender, age, fat percentage and glycaemia in the adolescents did not show any
significant differences within the evaluated quartiles of the isolated apolipoproteins and

apoB/apoA-I ratio.

DISCUSSION

In the studied population of adolescents, apolipoproteins B and A-I, as well as the
apoB/apoA-I ratio, were significantly and simultaneously associated with the traditional
variables of cardiometabolic risk, such as BMI, WC and WC/Height, in addition to HDL and
TAG serum levels.

Of the analysed distributions, apolipoprotein B was associated with the largest number
of variables that, in addition to anthropometric, BMI, WC and WC/Height variables, also
included all evaluated lipidemia and lipid ratios, as well as systolic blood pressure levels, and

the AGP inflammatory marker. Likewise, the concentrations of the apoB/apoA-I ratio also
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were associated with the lipid profile, except the serum levels of apoB itself, in addition to
being associated with the systolic and diastolic blood pressure levels.

The results found in the studied population of adolescents matched previous clinical
and epidemiological studies determining that the metabolism of apolipoprotein is closely
related to CVD risk factors®**?). In the study Effect of Potentially Modifiable Risk Factors
Associated with Myocardial Infarction in 52 Countries (INTERHEART)(46’43), which studied
approximately 30 thousand individuals of 52 countries, a high apoB/apoA-I ratio was the
strongest risk factor for acute myocardial infarction (AMI). This predictor contributed to
approximately 50% of the risk for cardiovascular events, in addition to being the most
prevalent risk factor of all the remaining investigated conventional factors (smoking,
hypertension, diabetes, stress and abdominal obesity), irrespective of age, gender, ethnicity
and other lipids or lipid indices.

Similar results were observed by the European Prospective Investigation of Cancer,
Norfolk (EPIC-Norfolk)“?, where the apoB/apo A-I ratio was associated with coronary artery
disease, irrespective of the conventional lipid profile markers.

At different moments of the Apolipoprotein-related Mortality Risk Study
(AMORIS)“"*®) which investigated approximately 170 thousand Swedish individuals, it was
found that apo B was a cardiovascular risk factor superior to LDL, irrespective of the gender.
On its turn, the apoB/apoA-I ratio was the strongest risk factor for AMI, when compared to
the TC/HDL and LDL/HDL ratios, especially when the lipid levels were within the range of
desirable values.

A prospective study representative of the North American population found that the
apoB/apoA-I ratio was significantly associated with mortality due to coronary artery disease,
irrespective of other traditional risk factors, and that it is a better predictor for CVD mortality,
when compared to the TC/HDL ratio®®.

On the other hand, results of a prospective study based on cohort Prevention of renal
and vascular end-stage disease (PREVEND)“ suggest that the risk for the incidence of
CVD might be determined by both apoB/apoA-I ratio and TC/HDL ratio, and that these
associations are just superficially affected by other classical risk factors, such as circulating
concentrations of TAG and C-reactive protein, in addition to hypertension, diabetes, obesity
and smoking.

Exposure to an unfavourable lipid profile from an early age might induce arterial
effects in the long run®?. According to The Cardiovascular Risk in Young Finns Study®®, the

levels of apo B and apo A-1 and the apoB/apoA-I ratio in adolescence were predictive for
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changes in the arterial health in adulthood, such as thicker intimal carotid layer and
endothelial dysfunction. These relations did not depend on the concentrations of
apolipoproteins in the adult life. It was also found that a high apoB/apoA-I ratio was superior
to the conventional lipid measures (LDL, HDL, LDL/HDL, non-HDL/HDL) in predicting the
abnormal thickness of the carotid intimal layer. This study, therefore, underlines adolescence
as a critical period in life, as being exposed to risk factors may produce long-lasting adverse
effects on the arterial health, which corroborates the relevance of studies for this age group,
such as the results observed in our population of adolescents in Recife.

The Bogalusa Heart Study® also demonstrated that the thickness of the carotid intimal
layer in adults increases significantly over the quartiles of apo B levels and apoB/apoA-I
index in childhood and adolescence, which, along with the non-HDL, LDL levels, and the
TC/HDL ratio, emerged as significant predictors of this harm to someone’s adult life.

Rodriguez-Moran et al.?, when studying children from 6 to 12 years of age with MS,
determined that the best apoB/apoA-l index cutoff point enabling the recognition of
dislipidemia was 0.60, which was found in approximately one third of the studied children.
ApoB levels and the apoB/apoA-I ratio were significantly higher according to the increase in
the number of MS components. Although our investigation has been done with adolescents, it
is worth highlight that the averages of the apoB/apoA-I ratio in all assessed quartiles in the
distributions of apoB and apoA-l were superior to the 0.60 cutoff point suggested by
Rodriguez-Moran et al.®.

Despite methodological and age range differences, similar associations of the lipid
variables and both systolic and diastolic blood pressure levels and the apoB/apoA-I ratio,
found in the adolescents studied in Recife, were described by Zhong et al.® in a study
involving the adult Chinese population. This study revealed that the average of the
apoB/apoA-I ratio increased according to the number of MS components and that, even after
the exclusion of the TAG and HDL variables, this correlation remained significant, indicating
that the association of the apoB/apoA-I ratio and MS did not depend on the lipid components.
In addition, there was a positive and significant correlation between the apoB/apoA-I1 ratio
and variables WC, TAG, SBP and DBP, and a negative and significant correlation between
the apoB/apoA-I ratio and HDL.

Results that also presented similar tendencies to those seen in the population of
adolescents studied in Recife were cited by Lima et al.®» who found significantly lower
plasma levels of apoA-I and a high apoB/apoA-I ratio in adults and in the elderly with

coronary artery disease when compared to the control group. As far as the remaining analysed
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variables are concerned, the apoB/apoA-I ratio correlated positively with the levels of apoB,
TC, TAG and LDL, and negatively with the apoA-I plasma levels.

Still corroborating the association between the analysed variables of the adolescents in
our investigation and the apoB/apoA-I ratio, it is important to highlight the results of a study
conducted as a representative sample of the US adult population, in which the individuals
with the highest levels of the apoB/apoA-I ratio had the highest averages of WC, TAG,
arterial blood pressure, LDL and CT®Y,

According to the results obtained from adult individuals in the INTERGENE cohort
study®?, obesity — according to the BMI — presented a strong positive association with the
apoB/apoA-I ratio, which was not explained by any other studied variable, corroborating the
very well established fact in the literature that obesity is an independent risk factor for
atherosclerosis. Furthermore, in the same study the apoB/apoA-I ratio was also strongly
correlated with the TC/HDL ratio.

Overweight is increasing all over the world and has become a serious public health
problem. The prevalence of obesity in childhood more than doubled in the past 15 years in
many regions of the world®**¥, and has been described in the literature as the influence of the
early nutritional status as the determining factor for the nutritional status in adulthood®®.
According to the Family Income Survey®® [Pesquisa de Orgamento Familiar] in Brazil, the
prevalence of overweight among adolescents varied from 16% to 19% in the North and
Northeast, and from 20% to 27% in the Southeast, South and Midwest regions. A
representative study of the population from 5 to 19 years of age in the State of Pernambuco
found a prevalence of overweight and obesity of 9.0% and 3.6%, respectively®”. A study
conducted in the City of Recife including adolescents of public and private schools had
already identified high prevalence rates of overweight (15.9%) and obesity (4.5%) .

It is known that overweight in younger ages may lead to the early development of
CVD risk factors. The results of our investigation indicate that, in adolescence, the BMI, WC
and the WC/Height ratio tend to increase according to the distribution of the apoB/apoA-I
index, underlining again that overweight is consistently associated with cardiometabolic risk.

A large number of risk factors for CVD, such as dyslipidemia, diabetes and arterial
hypertension are acquired during childhood and adolescence, and tend to persist throughout
life. The initial alterations of these factors, even if they are minor, associated with the
distribution of body fat, determine an unfavourable cardiovascular profile for these young

individuals®®,



76

Additionally, it is worth to note that 64.4% of the studied adolescents of our sample in
Recife were underactive or sedentary, thus characterizing an important percentage of young
individuals taking an additional risk behaviour in terms of cardiovascular prognosis.

The literature has described physical activity as a cardioprotective variable, also in

adolescence. A study with professional football players between 17 and 20 years of age found
higher HDL averages, and lower TC and LDL averages in this group of players when
compared to sedentary individuals, corroborating the impact of physical exercise on the lipid
profile®,
The distribution of apolipoproteins in our study was not associated with variables
gender and age. As our median age (15 years) was higher than that in which major hormone
fluctuations related to sexual maturation generally occur, it is possible that such association
has not been found. According to a study with Colombian students®®, apoA-1 and apoB did
not show statistically significant differences in the different age groups, but their
concentrations tended to be lower between 13 and 15 years of age, maybe due to the
biological and metabolic alterations typical in this stage of life.

An unexpected association between the mothers’ level of education and the serum
concentrations of apoA-I and the apoB/apoA-I ratio was found in the adolescents studied in
Recife. The literature has shown that the prevalence of chronic non-communicable diseases
regularly increases with the degree of precariousness of the socioeconomic conditions,
including the educational level, employment and income, as these factors are associated with
the environmental behavioural and psychological conditions that contribute to a higher
disease risk®®. In this sense, it is quite probable that the highest risk of lower circulating
levels of apoA-I, and higher circulating levels of the apoB/apoA-l ratio found in the
adolescents whose mothers had a higher education level, is due to a random error. However,
further prospective investigation is needed in order to help clarify the possible association of
such variables in this age group.

The study of apolipoproteins has methodological advantages to identify other variables
of the lipid profile and to estimate the LDL fraction using Friedewald’s equation(la). It is
possible to accurately measure apolipoproteins directly in the plasma using internationally
standardized methods®-®?, which do not require previous fasting®®, and the relevant results
show little biological variation and reduced fluctuation in response to the effect of metabolic
control. However, the absence of common sense regarding the reference values and the

therapeutic objectives, on their turn, may limit the regular use of the apoB/apo A-1 ratio®.
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The role of inflammation in the pathogenesis of atherosclerosis and its complications
also deserves to be highlighted®>®. A chronic inflammatory state, developed because of the
summation of metabolic disorders and environmental stimuli, induces an acute phase response
favouring abnormalities that include alterations in the metabolism of lipids and lipoproteins,
frequently mediated by cytokines®®®. The inflammatory state, as a last resort, would produce
structural and functional alterations on the walls of the blood vessels and would favour
endothelial dysfunction, culminating in the development and progression of atherosclerotic
lesions®.

Onat and Hergeng® found both in the adult and in the elderly population in Turkey
that the prevalence of a pro-inflammatory and pre-oxidative state relates to a high prevalence
of obesity and MS. In these circumstances, HDL and apoA-l particles lose their anti-
inflammatory and atheroprotective properties, and the balance between lipoproteins
containing apoB and the reverse cholesterol transport slants towards the development of CVD
and/or diabetes.

In the studied population, there was a tendency to a significant increase in alpha-1-acid
glycoprotein, along with the evolution of the apoB quartiles, emphasizing the association
between the largest number of pro-atherogenic particles in the plasma and a growing
inflammatory state favouring arterial lesions. This is why the evaluation of inflammatory
markers, such as the AGP, might be considered a relevant tool to add useful information to
traditional cardiovascular risk markers, such as the lipid profile®.

As a limitation to this study, it is possible to mention that the cross-sectional design
does not allow inferring possible causal relations between apolipoproteins and the
cardiometabolic profile — only allowing associations. Prospective studies in this line, then, are
extremely recommended. Moreover, it was not possible to assess the role of regular diet in the
studied population, as this variable would exert, in theory, important impact on the
individuals’ lipid profile.

In short, the apolipoproteins A-l and B, and the apoB/apoA-l ratio serum
concentrations were importantly associated with conventional anthropometric and
biochemical variables of cardiovascular risk in the analysed adolescent population. It is
suggested that additional investigations be conducted, especially with a prospective outline, in
order to enrich the existing knowledge about the behaviour and contribution of these variables
to other young populations that might be exposed to future adverse events, subject to the

appropriate control.
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In the assessment of the cardiometabolic risk, it is necessary to understand the
summation of factors predisposing the population to this harm, depicting a global profile of
higher predictive value. In this sense, such findings emphasize that measuring serum
apolipoproteins during adolescence may constitute a useful clinical strategy for the
identification and prompt intervention on individuals vulnerable to lifelong unfavourable
cardiometabolic effects, providing benefits by offering measures to prevent atherosclerosis
and CVD.
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Table 1. Sociodemographic and lifestyle characteristics of the adolescents according to

apo A-1, apo B and apoB/apoA-I ratio serum concentrations. Recife, 2013.

ApoA-I ApoB ApoB/ApoA-I
Variables Categories n %
X sO pt X SO pt X SD pt
Male 51 49-0 2435 644 0902 2088 479 0270 089 021 0422
Gender Female 53 51.0 2418 782 197-4 559 0-86 0-24
Total 104
1210 15 72 692 2479 680 0-261 206-8 51.3 0-268 087 021 0675
Age (years) 16 to 19 32 308 2308 784 1945 54.0 0-89 0-26
Total 104
Until
Elementary 37 507 2471 748 0888 2046 435 0664 087 020 0667
Father’s School
Schooling”™  High School /
Higher 36 493 244.7 676 209-8 584 090 0-28
Education
Total 73
Until
Elementary 47 547 2683 603 0006 2074 427 0631 080 018 0:001
Mother’s School
Schooling”™  High School /
Higher 39 453 2303 643 212:2 556 096 0-26
Education
Total 86
B 1lorB2
21 231 2295 678 0232 1892 51.1 0104 086 018 0-735
. (>23points)
Social Class C1 C20rD
. 70 769 2502 698 209-2 48-3 0-88 0-24
(<22 points)
Total 91
Underactive
(<300min / 67 644 2461 7277 0514 2053 56-1 0550 087 021 0-604
week)
Physical Active
ACVIYT  soomin/ 37 356 2365 696 1989  44.7 089 026
week)
Total 104 104

“Brazilian Association of Research Companies®®. "Pate, Freedson, Sallis et al.®®. *Student’s “t"-test for unpaired data
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Table 2. Demographic, anthropometric, clinical and biochemical characteristics of the

adolescents, according to their apo A-1 serum concentrations

. Recife, 2013.

Apo A-I quartiles

Variables 1 (n=26) 1l (n=27) 111 (n=26) 1V (n=25)
x SD x SD X SD X sD P
Girls (%) 57.7 - 481 - 34.6 - 64-0 - 0-169"
Age N . " « .
g 15-0 2.0 15.0 2.0 14.5 1.5 15.0 2.0 0-341"
(years)
BMI . . . . . .
24.178 7.3 2247 8.0 2357 10-3° 19-6™ 3.0 0-007"
(kg/m?)
wcC . X . . . . \
7277 15-1° 74.07 23.7" 70.7°8 25.4° 64-1° 7.1 0-002"
(cm)
wWcC/ . . . N
i 05" 01 04" 017 05" 0-2f 0-4™ 0-1' 0-005"
Height
Fat -
28.7 12.9 30.7 14.2 286 136 26-2 9.3 0-719
(%)
SBP . . . . .
110-0 10-0° 120-0 10-0° 120-0 20-0 110-0 10-0° 0-073"
(mmHg)
DBP . . . . .
70-0 20-0° 70-0 10-0° 70-0 10-0° 70-0 15-0° 0-343"
(mmHg)
Glucose -
4.6 05 4.7 0-5 4.8 05 4.5 0-5 0-205
(umol/L)
TC "
4.3 0-7 4-4 11 4.4 07 4.1 08 0-588
(umol/L)
HDL -
1-1¢ 0-2 1-1¢ 0-2 1.1 0-1 1.3° 0-12 0-000
(umol/L)
LDL . . -
2.4} 2.2-2.6° 2.4t 2.0-2:.7% 2.5 2.3-2.8% 2.3t 2.0-2:5° 0-744
(umol/L)
TAG . . . . .
1.5 1.1f 1.6 1.3 1.6 1.2f 0-9® 0-3f 0-006"
(umol/L)
TC/ . . . _ . . . _
3.5% 1-6' 3.7 1.7 3.6 1-8f 3.1" 0.7 0-011"
HDL
LDL/ . . . . .
2.0 0.9 1.9 117 21 117 1.7 0-71 0-670"
HDL
Apo B -
P 1.5 05 2:1° 0-4 2.3° 03 2.2¢ 0-4 0-000
(g/L)
ApoB/A-I 1.0° 0-2 0-9* 0-2 0-8° 0-1 0.7 01 0-000™
AGP -
0-2 08 0-2 0-8 0-1 0-8 0-2 0-133
(9/L)

BMI, Body Mass Index. WC, Waist Circumference. WC/Height, Waist Circumference/Height. SBP, Systolic Blood Pressure. DBP, Diastolic

Blood Pressure. TC, Total Cholesterol. TAG, Triglycerides. ApoB, Apolipoprotein B. ApoA-l, Apolipoprotein A-l. AGP, a-acid

glycoprotein. " letters # mean averages # at significance level 5.0% (Mann-Whitney’s “U” test). ®® letters # mean averages # at

significance level 5.0% (Bonferroni’s test). "Median. 'Interquartile Range. *Geometric Mean. %95% Confidence Interval. 'Pearson’s Chi-

square test. 'Kruskal-Wallis’ test. ““One-Way ANOVA.
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Table 3. Demographic, anthropometric, clinical and biochemical characteristics of the

adolescents, according to their apo B serum concentrations. Recife, 2013.

Apo B Quartiles

Variables 1 (n=26) 11 (n=26) 111 (n=26) 1V (n=26)
X SD X SD X SD X SD P
Girls (%) 57.7 - 423 - 57.7 - 46-2 - 0-580"
Age * . " - L
15-0 2.0 15.0 2.0 15-0 2.0 15.0 1.2 0-651"
(years)
BMI A -
21-8 4.3 21-0% 5.3 22.3 5.0 27:2 67 0-000
(kg/m?)
we * i * T * i *d t 1
68-1" 117 66-7"° 1271 66-5° 16-0 87-0 309 0-002
(cm)
WwC/ . . . . .
i 04 01 04" 017 04 01 0.5 0-2' 0-000"
Height
Fat -
27-2 13-6 25.6 17-6 28:1 96 332 79 0-177
(%)
SBP * T * * T *d T 1
1100 10-0 1100 10-0° 1200 10-0 120-0 22.5 0-001
(mmHg)
DBP . . . . .
70-0 20-0° 70-0 12-5° 70-0 12-5" 80-0 20-0 0-052"
(mmHg)
Glucose -
4.6 05 4.7 05 4.5 05 4.7 05 0-377
(umol/L)
TC . . . . .
3.8 0.7 4.0 0-6" 4.1° 0.3 4.9 1.3 0-000"
(umol/L)
HDL . . . . ,
1.2 0-3 1.2 0-1 1.2 0.3 1.1 0.1 0-001"
(umol/L)
LDL +q § +o § + 0 § b § Kk
2.1% 1-8-2-4 2.1% 1.9-2:3 2.3 2:1-2'5 3.0¢ 2.7-3-3 0-000
(umol/L)
TAG . -
1-4° 0-7 1.1° 0-4 1.3° 0-7 2.0 07 0-000
(umol/L)
TC/ . . ) . " . . .
3.3 1.3f 3.1 0.4 33 1.2 4.8" 14 0-000"
HDL
LDL/ . . . . .
1.8 0-8 18" 0.4 1.9 0-6" 2.8 1.21 0-000"
HDL
Apo A- -
P 1.7° 0-7 2.5° 05 2.8 05 2.7 05 0-000
(9/L)
ApoB/A-1  0-9%° 0-2 0-8 0-3 0-8 0-2 1.0° 02 0-004™
AGP -
78 0-2 0.7%0 0-2 0-8a° 0-2 0-8 0-2 0-038
(9/L)

BMI, Body Mass Index. WC, Waist Circumference. WC/Height, Waist Circumference/Height. SBP, Systolic Blood Pressure. DBP, Diastolic

Blood Pressure. TC, Total Cholesterol. TAG, Triglycerides. ApoB, Apolipoprotein B. ApoA-l, Apolipoprotein A-l. AGP, a-acid

glycoprotein. " letters # mean averages # at significance level 5.0% (Bonferroni’s test). “** letters # mean averages # at significance level

5.0% (Mann-Whitney’s “U” test). "Median. "Interquartile Range. *Geometric Mean. %95% Confidence Interval. 'Pearson ‘s Chi-square test.
TKruskal-Wallis’ test. ““One-Way ANOVA.
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Table 4. Demographic, anthropometric, clinical and biochemical characteristics of the

adolescents, according to their apoB/apoA-1 serum concentrations. Recife, 2013.

Apo B/A-1 Quartiles

Variables 1 (n=26) 11 (n=26) 111 (n=26) 1V (n=26)
x SD X sD x SD x SD P
Girls (%) 53.8 - 65-4 - 53.8 - 385 - 0-249"
Age * . " - "
15-0 2.0 15.0 2.0 15-0 2.0 15.0 2.0 0-823"
(years)
BMI . . : “ * T 1
19-3 3.47 20-5 5-2 24.1 8.1 254 9.3 0-000
(kg/m?)
wce * i * T *b i *b t 1
64-0" 7.3! 66-0 83 74.7 23-2 84-0 27-0 0-000
(cm)
WwC/ . . . . .
_ 0-4™ 0-1° 05 01 0-5® 0-1° 0-5® 0-2f 0-000"
Height
Fat -
24.9 10-6 25.8 136 33.9 13-4 29.4 113 0-064
(%)
SBP * i * *b T *b i 1
110-0™ 10-0 110-0 10-0° 120-0 22:5 120-0 10-0' 0-001
(mmHg)
DBP *a T *a,c T *b T *C i il
70-0 10-0 70-0™ 12:5 80-0 12:5 70-0 10-0' 0-008
(mmHg)
Glucose -
4.6 0-2 4.7 05 4.5 0-4 4.7 05 0-314
(umol/L)
TC . . . . .
3.9% 0.4 3.9% 0-6" 4.4 1.0' 4.5" 1.7 0-000"
(umol/L)
HDL ) , "
1.3 0-1 1.2 0-1 1.1° 01 1.1° 0-2 0-000
(umol/L)
LDL id § id § 1 § b § el
2.1} 2:0-2:3 2.1% 1.8-2:3 2.6 2:4-2.9 2.7% 2.4-3-1 0-000
(umol/L)
TAG . . . . .
0.9% 0-12f 0-9% 0.7t 1.6® 06" 2.0 0-8' 0-000"
(umol/L)
TC/ . . \ . - . " .
3.0" 0-6' 3.1 0-5' 4.4 1.5 4.8 2:1 0-000"
HDL
LDL/ . . . . .
1.7 06" 1.8 0-3" 2.5" 1.1f 2.7" 1-6' 0-000"
HDL
Apo A-l . _ . _ . , . X
P 3.2% 0-3f 2.5® 0-6 2.5" 0.9' 1.9% 1.3 0-000"
(9/L)
ApoB . . . . .
P 21 0.3 1.9 0-4 2:3 0-9 21 141 0-051"
(9/L)
AGP -
08 0-2 0-8 0-2 08 0-2 0-8 0-2 0-742
(9/L)

BMI, Body Mass Index. WC, Waist Circumference. WC/Height, Waist Circumference/Height. SBP, Systolic Blood Pressure. DBP, Diastolic

Blood Pressure. TC, Total Cholesterol. TG, Triglycerides. ApoB, Apolipoprotein B. ApoA-I, Apolipoprotein A-l. AGP, o,-acid

glycoprotein. ** letters # mean averages # at significance level 5.0% (Mann-Whitney’s “U” test). *® letters # mean averages # at

significance level 5.0% (Bonferroni’s test). "Median. Interquartile Range. *Geometric Mean. 95% Confidence Interval. 'Pearson’s Chi-
square test. 'Kruskal-Wallis’ test. ““One-Way ANOVA.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O impacto dos distarbios associados a ma alimentacdo no sistema de salde € sentido
pelo alto custo econdmico e social de suas co-morbidades, a exemplo das alteracdes lipidicas,
tornando a nutricdo dos jovens um grande desafio. A prevaléncia importante de dislipidemia
em adolescentes de escolas publicas do Recife confirma sua relevancia nessa faixa etaria e
reflete a necessidade de prevencdo, identificacdo e tratamento oportunos de fatores de risco
cardiovasculares nesse segmento populacional.

A associacdo da vitamina A na patogénese da dislipidemia observada nos adolescentes
avaliados merece atencdo, considerando a maior suscetibilidade desse grupo biolégico em
sofrer caréncia de vitamina A em funcdo das exigéncias aumentadas desse nutriente para o
seu crescimento e desenvolvimento. Contudo, é preciso cautela na analise dessa associagao,
uma vez que 0s mecanismos pelos quais 0s nutrientes antioxidantes podem modular o perfil
lipidico sdo provavelmente mdltiplos, complexos e ainda ndo sao precisamente claros.

Muitas lacunas existem quanto ao papel do estresse oxidativo na génese, manutencéo e
agravamento da dislipidemia na adolescéncia. Portanto, investigacbes adicionais em
populacdes jovens sdo extremamente validas para uma melhor compreensdo dos mecanismos
de acdo das vitaminas lipossoluveis, com destaque para a vitamina A, na modulacdo da
lipidemia desde idades precoces.

Na avaliacdo do risco cardiometabdlico € preciso compreender o somatdrio de fatores
que predispdem a populacdo a esse agravo. As importantes associa¢es observadas entre as
apolipoproteinas A-1 e B e da razdo apoB/apoA-l com variaveis antropométricas e
bioquimicas convencionais de risco para DCV nos adolescentes adicionam evidéncias sobre a
pluralidade dessa sindrome. Alem disso, tais achados enfatizam que a mensuracdo das
apolipoproteinas séricas, j& na adolescéncia, pode constituir estratégia clinica atil na
identificagdo e intervencdo oportuna de individuos vulnerdveis aos efeitos cardiometabodlicos
desfavoraveis ao longo da vida.

Sugere-se, contudo, que estudos de delineamento prospectivo sejam conduzidos,
possibilitando uma compreensdo mais integral sobre 0 comportamento e a contribuicdo dessas
variaveis em outras populagdes jovens, as quais podem estar expostas a eventos adversos
futuros, passiveis de prevencéo e controle, mediante o desenho de estratégias apropriadas, que

sdo essenciais para o efetivo enfrentamento dos disturbios cardiometabdlicos.
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Data:__ / [
DADOS DE IDENTIFICACAO
ESCOLA:
SERIE: TURNO: TURMA:
TIPO ESCOLA: 1. Estadual 2.Municipal 3. Privada TIPOESC
NOME ALUNO:
SEXO: 1. M 2.F SEXOA
DATA DE NASCIMENTO [ IDADE
MUNICIPIO: ESTADO:
IDADE (ano e meses):
ENDERECO COM PONTO DE REFERENCIA E CEP:
TELEFONE PARA CONTATO:
RESPONSAVEL PELA CRIANCA: 1.Pai 2. Mae 3. Outro PAREN
PARENTESCO: SEXO:1.M 2.F SEXOP
NOME DA MAE OU RESPONSAVEL :
GRUPO DO ADOLESCENTE (uso posterior do pesquisador): GRUPO
1. Caso 2. Controle
DADOS PESSOAIS E FAMILARES

1. Asuacasa é: 1. alugada 2. propria 3.outras CASA
2. Escolaridade de seu pai: ESCOP

1- Analfabeto 2- 1°%grau incompleto  3- 1°grau completo

4- 2°grau incompleto 5- 2°grau completo 6- 3°grau incompleto

7- 3°%grau completo 8- pos-graduacdo 9- ndo sabe
3. Escolaridade de sua mée: ESCOM

1- Analfabeto 2- 1°grau incompleto  3- 1°grau completo

4- 2°grau incompleto 5- 2°grau completo 6- 3°grau incompleto

7 - 3°grau completo 8- pés-graduagio 9- ndo sabe
4.Chefe da familia 1. pai 2. mae 3. outros CHEFAM
5. Profisséo do seu pai? 1.Qual? 2. Ndo sabe PROFP
6. Profissdo da sua mae? 1.Qual? 2. Né&o sabe PROFM
7. Vocé toma bebidas alcodlicas?  1.Sim 2. Nao VOCBE

(Se a resposta for NAO, pular paraa QUESTAO 12)
8. Se SIM, quantas vezes por semana? QTBEB
9. Qual o tipo de bebida? TIPBE
10. Qual a quantidade desta bebida vocé toma cada vez que bebe? QUANBEB
11. Idade que comegou a beber: IDBEB
12. Vocé fuma? 1.Sim 2.Ndo 3. Ex-fumante FUMA

(Se a resposta for NAO ou EX-Fumante, pular para a QUESTAO 15)

13. Se SIM, quantos cigarros vocé fuma por dia? CIGARD
14. Idade que comegou a fumar? IDADF
15. Vocé se considerava uma crianga: (se for do sexo masculino ndo | CONS
responda as questbes 16 e 17)
1. magra 2. normal 3.gorda
16. Com que idade foi sua primeira menstruagdo? MENST
17. Qual a data da sua ultima menstruacao? / / DATMENS
Obs: quando néo souber, colocar:
+/- inicio do més: datar 05;meio do més: datar 15 e no final: datar 25
17. Na época de sua 1% menstruagéo, vocé se considerava? PRIMENS
1. magra 2. normal 3.gorda
18. Vocé jé repetiu 0 ano alguma vez? 1.Sim  2.Néo REPET

19. SE sim, qual série?
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AVALIACAO DO NIVEL SOCIO-ECONOMICO

Margue com um X 0s itens que vocé possui em sua casa e a quantidade

0 01 02 03 04 ou +

Televisor em cores TV
Video cassete/DVD: VCDVD
Radio: RADIO
Banheiro (vaso BANH
sanitario)
Automovel: AUTOM
Maquina de lavar MAQLV
Geladeira: GELAD
Freezer: FREZZ
Empregada mensalista DOMES

ANTROPOMETRIA

1. Peso 1:

2. Peso 2:

4, Altura 1;

5. Altura 2:

7.Circunferéncia abdominal 1 (medida da cintura):

8. Circunferéncia abdominal 2 (medida da cintura):

AVALIACAO DA ATIVIDADE FiSICA

1.Vocé pratica esporte ou exercicio fisico em clubes, academias,
escolas de esportes, parques, ruas ou em casa nos Gltimos 12 meses?
1.Sim  2.Néo
(Se ndo praticou nenhum esporte pular para a QUESTAO 16)
2.Qual esporte ou exercicio fisico vocé praticou mais freqlientemente? | QUAL
3. Quantas horas por dia vocé praticou? QTDHS
4. Quantas vezes por semana vocé praticou? QTDSE
5. Quantos meses por ano vocé praticou? QTDAN
6. Vocé praticou um segundo esporte ou exercicio fisico?
1.Sim 2.Néo
(Se ndo praticou pular para a QUESTAO 16)
7. Qual esporte ou exercicio fisico vocé praticou? QUAL
8. Quantas horas por dia vocé praticou? QTDHS
9. Quantas vezes por semana Vocé praticou? QTDSE
10. Quantos meses por ano vocé praticou? QTDAN
11. Vocé praticou um terceiro esporte ou exercicio fisico?
1.Sim 2.Néo
(Se ndo praticou pular para a QUESTAO 16)
12. Qual esporte ou exercicio fisico vocé praticou? QUAL
13. Quantas horas por dia vocé praticou? QTDHS
14. Quantas vezes por semana vocé praticou? QTDSE
15. Quantos meses por ano vocé praticou? QTDAN
16. Vocé costuma ir para a escola? IDAESC
1. de bicicleta 2.apé 3. outros
17. Quantas horas por dia vocé gasta nessas atividades? QTDHS
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AVALIACAO DE COMPORTAMENTOS SEDENTARIOS

1.Vocé joga videogame?  1.Sim 2.Nao VIDEO
(Se a resposta for NAO, pular para a QUESTAO 4)

2. Se SIM, quantas horas por dia vocé passa jogando videogame no | QTVDS
final de semana?

3. Se SIM, quantas horas por dia vocé passa jogando videogame | VDSEM
durante a semana?

4.Vocé usa computador?  1.Sim 2.N&o USAPC
(Se a resposta for NAO, pular para QUESTAO 7)

5. Se SIM, quantas horas por dia vocé passa no computador no final de | PCHSF
semana?

6. Se SIM, guantas horas por dia vocé passa no computador durante a | PCSEM
semana?

7. Vocé assiste televisdo? 1.Sim 2.N&o ASSTV
(Se a resposta for NAO, néo responder a QUESTAO 8 e 9)

8. Se SIM, quantas horas por dia vocé passa assistindo televisdo no | QTSHS
final de semana?

9. Se SIM, quantas horas por dia vocé passa assistindo televisdo | TVSEM

durante a semana?

DADOS EXTRAS — ESCOLARES E SAUDE

1. Além da atividade escolar, vocé faz algum curso? ATESC
1.sim 2. N&o (Se a resposta for NAO, pular para quest&o 6)
2. Qual?
3. Esté fazendo uso de algum polivitaminico? 1.Sim 2.N&o POLIV
(Se a resposta for NAO, pular para QUESTAO 8)
4. Se sim, ha quanto tempo? TEMPOLIV
5. Esta fazendo tratamento de anemia? 1. Sim 2.N&o (Se a | ANEM
resposta for NAO, pular para QUESTAO 10)
6. Se sim, ha quanto tempo? TEMANE
(mais de 2 meses ndo pode fazer a avalia¢do auditiva)
7. Faz uso de alguma medicagdo? 1. Sim 2. N&o MEDI
(Se a resposta for NAO, pular para QUESTAO 12)
8. Se sim, qual? E para que serve? QUALMED
AVALIACAO BIOQUIMICA
1.TG TG
2. HDL HDL
3. Alfa 1-glicoproteina Acida AGP
4. Retinol RET
5. Betacaroteno CARO
6. Tocoferol TOCOF
7. Apolipoproteina Al APOA
8 Apolipolipoproteina B APOB
9. Colesterol Total COL
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APENDICE B -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Pés-Informado

Estudo: DISLIPIDEMIA SUA ASSOCIACAO COM O EXCESSO DE PESO,
SEDENTARISMO E ESTRESSE OXIDATIVO UMA COORTE DE ESCOLARES DE
RECIFE-PE.

Coordenador: Prof. Dr2. llma Kruze Grande de Arruda

Contato: Departamento de Nutricdo da UFPE, fone: 81 — 2126-8470

Pesquisadores: Elisangela Barros Soares Mendonca, Maria Lucia Diniz Araujo, Mellina Neyla de
Lima Albuquerque, Patricia Brazil Pereira, Patricia Calado Ferreira Pinheiro Gadelha. Pds-Graduagéo
em Nutricdo/UFPE

Pelo presente documento, Eu
concordo que meu filho(a) participe da pesquisa “DISLIPIDEMIA SUA ASSOCIACAO COM O
EXCESSO DE PESO, SEDENTARISMO E ESTRESSE OXIDATIVO UMA COORTE DE
ESCOLARES DE RECIFE-PE, que sera realizada na
escola

O estudo tem como objetivo avaliar o peso, a altura e a circunferéncia abdominal de escolares na faixa
etaria de 12 a 19 anos, visando identificar disturbios a satde e o desenvolvimento do adolescente. A
finalidade deste trabalho é contribuir para a mudanca dos héabitos alimentares das criancas e diminuir
0 sedentarismo, que sdo medidas capazes de prevenir e controlar a ocorréncia das dislipidemia
(gordura no sangue) na adolescéncia, bem como na idade adulta.

Estou ciente que:

1. Serdo coletadas amostras de sangue para realizacdo de exames laboratoriais

2. Os escolares que apresentarem gordura no sangue v&o ser tratados ou com orientacdo geral
sobre a alimentagdo, ou irdo receber orientacao alimentar especifica (dieta) além do estimulo a
préatica de atividade fisica.

3. Os escolares com os resultados laboratoriais alterados receberdo orientagcdo nutricional e/ou
encaminhamento para procurar um médico.

4. Os escolares serdo informados que terdo o peso, a altura e a circunferéncia da cintura
avaliados para saber se estdo com o estado nutricional adequado.

5. Terdo ainda a Press@o Arterial aferida e no caso de anormalidade serdo encaminhadas a um
servico médico especializado.

6. Os escolares serdo encaminhados para avaliagdo da audicdo que é importante para o
aprendizado dos mesmos.

7. N&o existem riscos a saude dos examinados. Caso ocorra algum dano, desconforto, sensacao
de dor na picada da agulha ou possivel formacdo de hematoma, decorrente do procedimento
de coleta de sangue, 0s pesquisadores se responsabilizardo pela assisténcia adequada.

8. Receberei respostas a perguntas ou esclarecimento a qualquer duvida acerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outras dividas relacionadas com a pesquisa.

9. Seraaplicado um questionario, com questdes sobre satde e desenvolvimento do adolescente.

10. O pai ou responsavel podera acompanhar o menor em todas as fases da coleta dos dados.

Esclarecemos que sua participacao no estudo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo € obrigado(a)
a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso
decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera
nenhum dano.

Declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou 0 meu consentimento para participar da pesquisa e
para publicacdo dos resultados. Estou ciente que receberei uma copia desse documento.
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Assinatura do Participante da Pesquisa
ou Responsavel Legal

Espaco para impressao
dactiloscopica

Assinatura da Testemunha

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:
Caso necessite de maiores informacGes sobre o presente estudo, favor ligar para o (a) pesquisador (a) a
professora llma Kruze Grande de Arruda no Departamento de Nutricdo — fone: 2126-8470/ 8475
(Ramal 8)

Endereco (Setor de Trabalho): Departamento da Nutri¢do da Universidade federal de Pernambuco
Av. Prof. Morais Rego s/n . Campus Universitario, Cidade Universitaria Recife-PE
CEP 50670-901

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel Assinatura do Pesquisador Participante

CONEP

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley - HULW - 4° andar. Campus | - Cidade
Universitaria - Bairro Castelo Branco CEP: 58059-900 - Jodo Pessoa-PB

FAX (083) 32167522 CNPJ: 24098477/007-05 - Telefone: (083) 32167302

Horario do Expediente: 7:00 as 13:00h Atendimento ao publico: 8:00 as 12:00h E-mail:
cephulw@hotmail.com


mailto:cephulw@hotmail.com
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ATENCAO

(Documento anexado ao TCLE para assinatura do escolar e/ou responsavel)

Por favor, caso concorde que seu filho faca parte do estudo, ndo deixe de assinar o termo de
consentimento. Lembre-se que, para o exame de sangue, 0 aluno devera estar em jejum.
Ap0s o exame, serd oferecido um lanche (Suco+ Biscoito).

Como o(a) adolescente ndo deve saber desse dado, solicitamos que as mdaes respondam o
questionamento abaixo.

1. Seu filho apresenta alguma doenca? 1. Sim 2. N&o DOEN

2. Seu filho(a) toma alguma remédio? 1.Sim 2. N&o REMEDIO
2.1 Se sim, qual é? QUALREM
2.2 Esse remédio altera o sistema nervoso? 1.Sim 2. Néao SISTNER
5. Se sim, qual? QUALDO

6. Pai ou mée tem alteracdo de colesterol e triglicerideo no sangue? | HISTDISL
1.Sim 2. N&do 3. N&o sabe

7. Se SIM, quem?

8. Pai ou mée tem diabetes? 1.Sim 2. Nao 3. Ndo sabe HISTDM
9. Se SIM, quem?

10. Pai ou mée tem pressdo alta? 1.Sim 2. Ndo 3. No sabe HISTHAS
11. Se SIM, quem?

12. Pai ou mé&e ou avos tem problemas cardiacos? 1.Sim | HISTDCV

2. Ndo 3. Nao sabe

13. Se SIM, quem?

14. Pai ou méde ou avés morreram por problemas cardiacos? | MORTDCV
1.Sim 2. Néo

15. Se SIM, quem?
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ANEXO



ANEXO A — Certiddo de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY - HULW

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS - CEP

CERTIDAO

Com base na Resoluglio n° 196/96 do CNS/MS que regulamenta a ética da
pesquisa em seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitdrio Laure Wanderley - CEP/HULW, da Universidade Federal da Paraiba,
em sua sessdo realizada no dia 30/11/2010, apés andlise do parecer do relator,
resolveu considerar APROVADO o projeto de pesquisa intitulado DISLIPIDEMIA

E SUA ASSOCIACAO COM O EXCESSO DE PESO EM UMA COORTE DE

ESCOLARES DO RECIFE-PE. Protocolo CEP/HULW n°. 723/10, Folha de Rosto
n® 286034, CAAE N° 6527.0.000.126-10, da pesquisadora JLMA KRUZE GRANDE

DE ARRUDA.
Ao final da pesquisa, solicitamos enviar ao CEP/HULW, uma cdpic desta

certiddo e da pesquisa, em CD, para emissdo da certiddo para publicagdo cientifica.

Jodo Pessoa, 30 de novembro de 2010.

W
f. o \
m fd%rtez Cosia 0 Qlive ]

8 do Comité de Eijnx
em Pesquiss - CEPZHSEVEUCG

Prof® Dr® Iaponira Corfez Costa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-HULW

Endereco: Hospital Universitdrio Lauro Wanderley-HULW - 4° andar.  Campus I - Cidade Universitdria.
Bairro: Castelo Brance - Jodo Pessoa - PB, CEP: 58051-900 CNPJ: 2409847 7/007-05
Fone: (83) 32167302 — Fone/fax: (083)32167522 E-maii - cephulw@hotmail.com

108



