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RESUMO

Introducdo: A dieta DASH [Dietary Approach to Stop Hypertension] é uma das mais
eficazes intervencbes para 0 manejo e prevencdo da hipertensdo. Seu efeito é
independente da restricdo salina e caldrica, sugerindo que mediadores nutricionais
intermedeiem sua eficacia. Entre eles, produtos finais da glicacdo avancada (AGES) tém
sido identificados como mediadores da inflamacdo endotelial e sistémica envolvidas no
processo de regulacdo arteriolar e pressao arterial. Ndo ha estudos clinicos investigando
a associacdo entre dieta DASH, niveis plasmaticos de AGES e marcadores de

inflamacdo vascular e sistémica.

Objetivos: (1) Desenvolver um escore de avaliacdo de adequacdo ao padrdo alimentar
DASH orientado pela hipotese a partir da frequencia de consumo de grupos alimentares
e sua capacidade de associacdo com niveis pressoricos em pacientes hipertensos. (2)
Avaliar o papel dos AGEs como mediadores da associagdo entre adesdo a dieta tipo-
DASH e marcadores de inflamacdo vascular e sistémica em pacientes com pré-

hipertensao e hipertensdo arterial.

Metodologia: Escore DASH de freqiiéncia de consumo de grupos alimentares (FG-
DASH Score) foi criado com base nas recomendagdes da dieta DASH, utilizando a
freqliéncia de consumo como um substituto ao nimero de porgdes. O escore avalia sete
grupos de alimentos. Pontua¢do maxima (10 pontos) era obtida quando a recomendacéo
fosse atingida. Validade foi definida pela comparacéo dos resultados obtidos para o FG-
DASH Escore com outros escores DASH para o plano alimentar DASH de sete dias
com ANOVA de uma via e Bonferroni. Percentis foram utilizados para avaliar a
distribuicdo da pontuacdo FG-DASH Escore. Validade concorrente de critério foi

avaliada por testes t ou ANOVA em subgrupos de individuos. Confiabilidade e
11



consisténcia interna foi avaliada com coeficientes alfa de Cronbach. Associagéo entre os
quartis de pontuagdo FG-DASH Escore e niveis de pressao arterial foi avaliada por meio
de modelo linear geral ajustado para sexo, idade, terapia anti-hipertensiva, e IMC. Para
avaliar o papel dos AGEs como mediadores da associagdo entre adesdo a dieta tipo-
DASH e marcadores de inflamagdo vascular e sisttmica delineou-se um quasi-
experimento aninhado aos ensaios clinicos do Estudo PREVER. Foi incluida amostra
dos participantes avaliados no centro de pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre entre mar¢o/2011 e agosto/2012. Populagdo foi composta por 361 individuos de
ambos 0s sexos, pré-hipertensos e hipertensos estagio I, ndo-diabéticos, sem doencas
cardiovasculares, cronicas limitantes ou dano renal. Ap6s a confirmagéo da elegibilidade
0s participantes receberam orientacdo para adogdo de um estilo de vida saudavel.
Consumo alimentar avaliado na linha de base e ap6s 12 semanas de intervengdo por
questionario de frequéncia de consumo de grupos alimentares. Adesdo a dieta tipo
DASH definida pelo FG-DASH Escore. Amostras bioldgicas obtidas ao final do
protocolo. Niveis plasmaticos de AGEs determinados pela analise de N-carboximetil-
lisina (CML). Definicdo de inflamag&o vascular e sistémica a partir da criagéo de escore
que variou de 0 a 4 para marcadores de inflamacdo vascular (SVCAM, sICAM, e-
seletina e VEGF) e de 0 a 5 para marcadores de inflamacéo sisttémica (Adiponectina, IL-

1, IL-6, IL-10, TNF-a).

Resultados: Houve adequacdo meédia de FG- DASH Score superior a 90% para
os cardapios. Escores médios foram significativamente menores em homens do que
mulheres e entre os individuos mais jovens comparados aos mais velhos. Todos 0s
subitens estdo diretamente relacionados com a pontuacédo total. O coeficiente alfa ndo-
padronizado de Cronbach foi de 0,52. Associacgao significativa entre os quartis do FG-

DASH Escore e pressdo arterial foi mantida apds o ajuste para fatores de confusdo. No
12



estudo delineado para avaliar o papel dos AGEs como mediadores da associagdo entre
dieta DASH e inflamacdo, maiores escores foram observados para maioria dos
componentes individuais ao final do protocolo, mas ndo escore total. AGEs
correlacionam-se com componentes inflamatorios exceto sSICAM, sVCAM e
Adiponectina. Correlagdes moderadas foram observadas entre varidveis incluidas no
escore vascular e sisttmico. N&o houve associacdo entre FG-DASH Escore e CML,
escore de inflamag&o vascular ou sistémica. Contudo verificou-se um associacéo inversa
entre niveis de AGEs e escore de inflamacdo sisttmica, mesmo apos estratificacdo de
acordo com niveis pressoricos e inclusdo de fatores de confuséo. A anélise de mediacdo
pelo CML entre FG-DASH Escore e escore de inflamagéo vascular e sistémica néo foi

verificada.

Concluséo: O FG-DASH Score demonstrou validade de constructo e concorrente bem
como confiabilidade, especialmente em pacientes hipertensos. Os resultados dessa tese
ainda sugerem que, apesar de os AGEs se associarem inversamente com inflamacéo
sistémica, esses ndo se comportaram como mediadores da associacdo entre adesdo a

dieta tipo DASH e marcadores de inflamacao.
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ABSTRACT

Introduction: The DASH diet [Dietary Approach to Stop Hypertension] is one of the
most effective interventions for the management and prevention of hypertension. Its
effect is independent of salt and caloric restriction, suggesting that nutritional mediators
could be responsible by its effectiveness. Among them, advanced glycation end products
(AGEs) have been identified as mediators of endothelial and systemic inflammation
involved in the process of arteriolar regulation and of blood pressure. There are no
clinical studies investigating the association between DASH diet, plasma levels of AGEs

and vascular and systemic inflammation markers.

Objectives: (1) To describe the development of a score based on the hypothesis to
evaluate the adherence to the DASH eating pattern from the analysis of the food group
frequency of consumption and their ability to associate with blood pressure levels in
hypertensive patients; (2) To evaluate the role of AGEs as mediators of the association
between adherence to DASH diet and vascular and systemic markers of inflammation in

patients with prehypertension and hypertension.

Methods: Score DASH of food groups consumption frequency (FG-DASH Score)
created based on the DASH diet recommendations using the frequency of consumption
as a surrogate to the number of servings. The score evaluates seven food groups.
Maximum score (10 points) was given when assigned recommendation reached.
Validity defined by comparing the results obtained for the FG-DASH Score and other
DASH Scores for seven days DASH eating plan with one-way- ANOVA and
Bonferroni. Percents used to evaluate the distribution of FG-DASH Score. Concurrent
validity criteria evaluated by t test or ANOVA in subgroups of individuals. Reliability

and internal consistency assessed by Cronbach's alpha coefficients. Association between
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quartiles of FG-DASH Score and blood pressure levels assessed by general linear model
adjusted for age, sex, antihypertensive treatment, and BMI. A quasi-experiment nested
in PREVER Study was delineated to evaluate the role of AGEs as mediators of the
association between adherence to DASH diet and vascular and systemic inflammation.
Included sample of participants evaluated in the research center of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. The study population included 361 subjects of both sexes, pre-
hypertensive and hypertensive stage | non-diabetics without cardiovascular disease,
limiting or chronic renal damage. After confirming the eligibility participants were
counseled to adopt a healthy lifestyle. Food consumption assessed at baseline and after
12 weeks of intervention questionnaire frequency of consumption of food groups. FG-
DASH Score used to define adherence to DASH diet. Biological samples obtained at the
end of the protocol. Plasma levels of AGEs determined by analysis of N-carboxymethyl-
lysine (CML). Definition of vascular and systemic inflammation from setting score,
ranging 0-4 for vascular inflammation (SVCAM, sICAM, and E-selectin VEGF) and 0-5

to systemic inflammation (Adiponectin, IL-1 IL-6, IL-10, TNF-a).

Results: Average adequacy of FG-DASH Score was higher than 90% for the menus.
Significantly lower mean FG-DASH scores in men than women and among youngers
individuals than the older ones. All sub-items are directly related to the total score. Non-
standardized Cronbach's alpha coefficient was 0.52. Significant association between
quartiles of FG-DASH Score and blood pressure maintained after adjusting for
confounding variables. In the study to evaluate the role of AGEs as mediators of the
association between DASH diet and inflammation, higher scores observed for most of
the individual components at the end of the protocol, but not FG-DASH Score total.
CML correlates with inflammatory components except sICAM, sVCAM and

Adiponectin. There was no association between FG- DASH score and CML, vascular or
15



systemic inflammation score. However there was an inverse association between levels
of AGEs and systemic inflammation score, even after stratification according to blood
pressure levels and inclusion of confounding factors. Mediation analysis by CML
between FG-DASH Score and vascular and systemic inflammation score was not

observed.

Conclusions: FG-DASH score has construct and concurrent validity, as well as
reliability, particularly in hypertensive patients. The results of this thesis also suggest
that although AGEs was inversely associated with systemic inflammation, these did not
behave as mediators of the association between adherence to the DASH diet and

markers of inflammation.
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APRESENTACAO

Este trabalho consiste na tese de doutorado intitulada “Efeitos da adequacdo a
dieta tipo DASH sobre os niveis plasmaticos de AGEs, marcadores de inflamacao
vascular e sisttmica em pacientes com pré hipertensdo e hipertensdo arterial”,
apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Epidemiologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, em 30 de julho de 2015. O trabalho ¢é apresentado em trés partes,

na ordem que segue:

1. Introducéo, Reviséo da Literatura e Objetivos
2. Artigos

3. Conclusdes e Consideragdes Finais.

Documentos de apoio estdo apresentados nos anexos.
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INTRODUCAO

Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por aumento sustentado dos niveis pressoéricos, (SBC, 2010) sendo o fator
de risco mais importante para doenca cardiovascular (DCV) (Chobanian et al., 2003).
Lewington et al. demonstraram que a mortalidade por DCV aumenta de forma
progressiva e linear a medida que os valores de pressdo arterial (PA) se elevam
(Lewington et al. 2002). A cada 20 mmHg de aumento na pressdo arterial sistdlica
(PAS) ou 10 mmHg na pressao arterial diastélica (PAD) ha duplicacdo no risco de morte
por doenca arterial coronariana, a partir de valores tdo baixos quanto 115 e 75 mmHg
para as pressoes sistdlica e diastdlica, respectivamente (Lewington et al. 2002). Dados
obtidos no estudo longitudinal Framingham Heart Study demonstraram que pressoes
entre 130-139 ou 85-89 mmHg estdo associadas a um risco de DCV mais de duas vezes

aquele de individuos com pressao inferior a 120/80 mmHg (Vasan et al., 2001).

Fatores de risco para DCV, como diabetes mellitus e HAS, tém sido associados a
disfuncdo endotelial, condicdo clinica caracterizada pela reducdo na biodisponibilidade
de o6xido nitrico (NO) (Brunner et al., 2005). Em pacientes com HAS as alteracbes na
funcédo endotelial, pelo menos em parte, podem resultar tanto no aumento da resisténcia
vascular basal quanto no desbalango da resposta vasodilatadora mediada pelo endotélio
(Panza et al., 1993). A disfuncdo endotelial esta intimamente ligada ao aumento do
estresse oxidativo (Heitzer et al., 2001), inflamacdo, remodelamento e aterogénese
(Ross, 1999). Nessa perspectiva, tem-se observado niveis alterados de marcadores
inflamatdrios em pacientes hipertensos. Proteina C-reativa (PCR), moléculas de adesédo
como e-seletina, p-seletina, molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1) e

molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) bem como de quimiocinas (de La Sierra et
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al., 2010). De acordo com Bautista e colaboradores, a prevaléncia de hipertensao é 1,56
(1C95%, 1,14 - 2.13; P = 0,005) vezes maior em individuos no quartil mais alto de PCR
comparados com aqueles no primeiro quartil (Bautista et al., 2001). Se por um lado
essas alteracOes estdo associadas ao risco aumento de eventos cardiovasculares, ha
evidéncia de que o aumento na expressao tecidual e concentracGes plasmaticas desses
marcadores inflamatérios podem estar associados ao aumento no risco para o
desenvolvimento de hipertenséo (Stefanadi et al., 2010). A incidéncia de hipertenséo,
segundo Wang e colaboradores passa de 4,5 casos/100 pessoas ano entre aqueles sem
alteracbes em marcadores inflamatérios para 6,4 casos/100 pessoas ano entre aqueles
com um marcador elevado e 9,9 casos/100 pessoas ano para aqueles com 2 marcadores

alterados (Wang et al., 2007).

Mudancas no estilo de vida, principalmente baseados em mudancas dietéticas e
aumento da atividade fisica, tém feito parte das recomendacdes para a prevencdo e
efetivo manejo da HAS (American Heart Association Nutrition Committee, 2006). A
dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) mostrou-se eficaz na reducéo
de PA em individuos com hipertensdo, bem como em normotensos (Appel et al., 1997).
Esse padrdo alimentar é caracterizado por ser rico em frutas, verduras, laticinios com
baixo teor de gordura e oleaginosas e por conter baixas quantidades de gorduras
saturadas (Appel et al., 1997). Postula-se que o conjunto de componentes centrais da
dieta, rico em flavondides e antioxidantes, possa reduzir estresse oxidativo, melhorar
funcdo endotelial, além do efeito marcante sobre a PA (Lopes et al., 2003).
Adicionalmente, a quantidade de alimentos ricos em potassio, magnésio e fibras
encontrados na dieta DASH pode resultar em melhora da funcdo vascular e endotelial

(Beyer et al., 2006).
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Nesse contexto, um efeito potencial ainda ndo explorado da dieta DASH ¢ a
possibilidade de que esse padrdo alimentar esteja associado a reducdo na ingestdo
dietética de produtos finais da glicacdo avancada (AGEs). Os AGEs correspondem a um
grupo heterogéneo de compostos com ag¢les pro-oxidantes e pré-inflamatorias (Uribarri
et al., 2005). A sua sintese enddgena se da através de reagdo ndo-enzimatica entre
acucares redutores e grupamento amino livre de proteinas, lipideos ou acidos nucléicos.
Os AGEs oriundos da dieta contribuem para o pool de AGEs sérico (Uribarri et al.,
2005). Os AGEs estdo presentes em alimentos de origem animal, entretanto, o
processamento térmico resulta na formacéo adicional de AGEs (Uribarri et al., 2010).
Apesar de sua sintese ser considerada parte do metabolismo normal, estando esses
compostos associados ao remodelamento tecidual fisiologico (Vasdev et al., 2007), o
aumento excessivo nos niveis circulantes desses se torna patogénico, contribuindo para
alteracOes estruturais (Sakaguchi et al., 2003) e fisiologicas (Bucala et al., 1991) do
sistema cardiovascular associadas a disfuncdo endotelial (Basta et al., 2004).
Mecanismos pelos quais os AGEs levam a disfungdo endotelial incluem o acimulo de
AGEs na matriz extracelular, a interacdo desses compostos com seus receptores de
membrana (RAGES) e subsequente formacdo de espécies reativas de oxigénio ou ainda

liberacdo de citocinas e expressao de moléculas de adesdo celular (Basta et al., 2005).

Considerando-se que a presenca de inflamacdo e disfuncdo endotelial estejam
associados ao desenvolvimento de HAS e que, em pacientes com HAS, possam estar
associados ao risco de desenvolver doenca arterial coronariana (Neunteufl et al., 1997),
postula-se que seus mediadores deveriam ser melhor avaliados. Assim, possivelmente
intervencdes que suprimissem a resposta inflamatoria poderiam ter beneficios adicionais
a cadeia de eventos de morbimortalidade cardiovascular. A partir do exposto gerou-se a

hipotese de que a adocdo de habitos alimentares baseados na Dieta DASH poderiam
20



levar a reducdo na ingestdo de AGEs entre pacientes com pré-hipertenséo e hipertensdo
arterial estagio | e consequente modulacdo de marcadores de inflamacdo vascular e

sistémica.
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REVISAO DA LITERATURA

PRODUTOS FINAIS DA GLICACAO AVANCADA

Definigdo e homeostase

Os produtos finais da glicacdo avancada (advanced glycation end products -
AGESs) formam um grupo heterogéneo de compostos irreversiveis derivados de reacdes
de condensacdo ndo enzimatica entre agucares redutores com grupamento amino livre de
proteinas, lipideos e &cidos nucléicos - reacdo de Maillard (Uribarri et al., 2005). Os
AGEs foram originalmente caracterizados por sua cor amarelo-castanho fluorescente e a
sua capacidade para formar ligagcdes cruzadas entre grupos aminos (Baumann et al.,
2012). Entretanto, atualmente o termo AGEs tem sido utilizado para definir uma gama
de produtos avancados com acdo pro-oxidante e pré-inflamatdria originarios nédo
somente da reagdo de Maillard mas também de reagdes ndo enzimaticas com aldeidos
reativos (Baumann et al., 2012). Entre os AGEs mais bem estudados estdo a N-
carboximetil-lisina (CML), uma molécula mais estavel e relativamente inerte (Fu et al.,
1996) considerada a forma de AGEs mais prevalente in vivo (Ikeda et al., 1996) e, 0s
derivados altamente reativos do metilglioxal (MG), ambos derivados da glicacdo de

proteinas e lipideos (Abordo et al., 1999).

A formacdo de AGEs ocorre espontaneamente nos tecidos e circulacdo como
parte dos metabolismo, e dependem da disponibilidade de alvos quimicamente
modificaveis e concentracdo de aglcares redutores (Baumann et al., 2012). A geracdo de
AGEs através da reacdo de Maillard forma uma série de compostos intermediérios,
inicialmente reversiveis, que podem dar origem a produtos mais estaveis, os AGEs. Os

AGEs também podem ser formados pela auto-oxidacéo da glicose, via glicolitica ou a
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partir de outras fontes como lipideos e oxidacdo de aminoécidos através da geracdo de
aldeidos reativos com capacidade de se ligarem covalentemente a proteinas (Baumann et
al., 2012). Adicionalmente, neutrofilos, mondcitos e macréfagos sob estimulacdo pro-
inflamatoria, produzem mieloperoxidase levando a ativacdo de NADPH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Fosfatase) oxidase, e formacdo de novos AGEs através da

oxidacdo de aminoacidos (Anderson et al., 1999).

Outro mecanismo envolvido na geracdo de AGEs é o estresse oxidativo, o que
explica os altos niveis de AGEs encontrados em condicGes clinicas associadas ao
aumento cronico na sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) como diabetes
mellitus e insuficiéncia renal cronica (Vlassara et al., 2002). A ligacdo e ativacdo do
receptor de AGEs (RAGE) na superficie celular, seja pelos AGEs ou outros ligantes,
promove estresse oxidativo e consequente formacdo de novos AGEs através da via da
NADPH, mieloperoxidases ou fator nuclear-kB (NF-kB). Outro potencial mecanismo
para a formacao de AGEs ¢ a via poliol, onde a glicose metabolizada pode formar AGEs
através de intermediarios reativos como glioxal, metilglioxal ou 3-deoxiglicosona, ou
pela propria deplecdo de NADPH ou sistema glutationa que elevam os niveis celulares
de estresse oxidativo, indiretamente, aumentando a formacdo de AGEs (Lorenzini,

2007).

Os efeitos patogénicos dos AGEs sdo modulados por receptores de AGEs,
sistemas antioxidantes e excrecdo renal. As consequéncias da ativacdo do RAGE ¢é
antagonizada por segundo grupo de receptores que incluem receptores scavenger classe
A tipo Il e classe B tipo I, receptores endociticos de AGEs 1, 2 e 3 (AGE-R1; AGE-R2
e; AGE-R3) (Lu et al., 2004). Os receptores endociticos, em especial AGE-R1, sdo

capazes de modular as respostas aos AGEs mediadas por RAGE, NF-kB, receptor do
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fator de crescimento epidermal, receptores quinase extracelulares, e p66shc (proteina
homdloga ao coldgeno com dominio SH) modulando ndo somente suas a¢fes mas a
sintese de novos AGEs (Lu et al., 2004). Proteinas circulatdrias associadas ao sistema de
defesa inata como lisoenzimas, defensinas e lactoferrina por sua capacidade de ligagéo
com AGEs plasmaéticos ainda constituem importante mecanismo para reducdo de
toxicidade em nivel celular e de ligacdo a outras moléculas (Liu et al., 2006). Ainda, a
isoforma soltvel de RAGE possui propriedades de ligagdo aos AGEs atuando como um
receptor scavenger prevenindo a geracdo da cascata de sinalizacdo associada aos AGEs
atuando, ainda, como inibidor dos efeitos mediados por AGEs (Malherbe et al., 1999).
Enzimas do sistema da glioxalase I e 11, e a reducdo dos AGEs por aldose redutase e
carbonil redutase, ambas catalisadas por aldeido redutase, representam rota alternativa
para detoxificagdo (Vander et al., 2003). Entretanto, esses sistemas ajudam a manter a
homeostase em condi¢des normais, mas ndo quando os niveis de AGEs e estresse

oxidativo estdo cronicamente elevados (Vlassara et al., 2008).

Pool de AGEs — Importéancia de fatores exégenos

O pool corporal de AGEs reflete tanto a sintese enddgena quanto ingestao
exogena, efeitos da imunidade inata, modificacGes oxidativas celulares, e excrecdo de
oxidantes renais. A formacdo enddgena de AGEs se mostra elevada na presenca de
hiperglicemia e niveis elevados de estresse oxidativo (Vlassara et al., 2008). Entretanto,
a dieta € fonte importante de AGEs. Estudos cinéticos tém demonstrado que em torno de
10% dos AGEs provenientes da dieta sdo absorvidos no intestino e distribuidos nos
tecidos (Koschinsky et al., 1997), sendo somente um terco desses eliminados na urina ou
fezes (He et al., 1999). Associacdo entre contelido de AGEs ingeridos na dieta e niveis

séricos de AGEs, estresse oxidativo e mediadores inflamatérios tem sido caracterizada
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em individuos saudaveis (Uribarri et al., 2005), diabéticos (Uribarri et al., 2007) e nos

com insuficiéncia renal (Uribarri et al., 2003).

A CML é considerada um marcador de formacdo de AGEs em uma variedade de
alimentos, tendo sido bem descritos sua estrutura quimica e métodos de determinacao
por analise enzimatica (Thorpe e Baynes , 2002). CML é amplamente distribuida nos
alimentos, especialmente nos derivados de lipideos e produtos de origem animal. A
comparacdo do conteudo de CML em 250 alimentos ricos em lipideos, proteinas e
carboidratos mostrou que os primeiros apresentavam o maior teor (Goldberg et al.,
2004). Ao expandir-se a determinacdo do conteddo de CML em 546 alimentos,
confirmam-se os achados anteriores (Uribarri et al., 2010). Entretanto, sugeriu-se que
alimentos proteicos, em fungdo das por¢cdes medias ingeridas, deveriam representar a
principal fonte dietética de AGEs (Uribarri et al., 2010). Avaliacdo da utilizacao de 6leo
na preparacdo de alimentos demonstrou, por exemplo, que bolos preparados com 6leos
apresentam maiores niveis de CML do que aqueles preparados com sacarose (Srey et al.,
2010). Entretanto, ao determinar-se o conteddo de CML por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa, em 257 alimentos, sugeriu-se que o
conteddo de CML nem sempre é maior nos lipideos (Hull et al., 2012). Apesar disso,
estima-se que alimentos ricos em lipideos e proteinas contenham 30 e 12 vezes mais

AGEs, respectivamente, quando comparados a carboidratos.

Alimentos de origem animal, com alto teor gordura e proteina, sdo geralmente
ricos em AGEs e mais propensos a formagdo de novos AGEs durante o cozimento. A
formacdo de AGEs nos alimentos sofre influencia de diversos fatores tais como
composicdo nutricional, temperatura, umidade, pH e, tempo de cozimento (Goldberg et

al., 2004). A temperatura e 0 metodo de cocgdo, independente do tempo de cozimento,
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sdo 0s mais importantes determinantes da formacgdo de novos AGEs nos alimentos
(Goldberg et al., 2004; Uribarri et al., 2010). Existem dados sugerindo que quando o
mesmo produto alimentar é submetido a temperaturas mais baixas e em alta umidade
(ex. fervura), os niveis de CML sdo mais baixos do que quando expostos a métodos com
baixa umidade e alta temperatura (ex. grelhado, frito, assado) (Hull et al., 2012). Tal
relacdo foi confirmada por Delgado-Andrade et al., ao avaliarem indicadores da reacao
de Maillard na dieta tipica de adolescentes e a influéncia dos métodos de coc¢édo
utilizados. Uma redugdo em torno de 45,8% no contetdo de CML foi obtida a partir da
utilizacdo de métodos de coccdo mais brandos e excluséo de alimentos ultra processados
da dieta (Delgado-Andrade et al., 2007). Em contraste, alimentos ricos em carboidratos,
como legumes, frutas, grdos integrais e leite, contém niveis relativamente baixos de

AGEs, sofrendo pouca alteracéo frente ao cozimento.

Diferente do observado in vivo, a reacdo de Maillard no processamento de
alimentos ocorre frente a exposicdo a temperaturas entre 100 e 250°C. Estudos que
buscaram avaliar os mecanismos envolvidos na formacdo da CML nos alimentos tém
focado a avaliacdo de componentes intermediarios e vias de sintese. Dois produtos
intermediarios, epsilon-frutoselisina e glioxal estdo envolvidos nas trés vias de formacéo
de CML (Erbersdobler e Somoza, 2007; Ferreira et al., 2003). Na via de glicosilacdo
autoxidativa o glioxal derivado da oxidacdo da glicose reage com lisina para formar
CML (Wolff e Dean, 1987). Na via Namiki, o glioxal derivado da base de Schiff reage
com lisina para formar CML (Glomb e Monnier, 1995). Na via de glicosilacdo, a base
de Schiff é submetida ao rearranjo de Amadori para formar epsilon-frutoselisina, que é
entdo oxidada para formar CML (Ahmed et al., 1986). Estudos tém sugerido um papel
para as espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas durante o preparo dos alimentos

na formacdo de CML. Nagai et al. (1997) demonstraram que o radical hidroxil induzido
26



pela reacdo de Fenton pode promover a conversdo de epsilon-frutoselisina a CML pela
via da glicosilacdo (Nagai et al., 1997). Adicionalmente Han et al., demonstraram
relacdo semelhante entre radical hidroxil formado a partir da exposi¢édo ao calor em
modelo alimentar de reacdo de Maillard na conversdo de epsilon-frutoselisina e glioxal

na via de glicosilacdo autoxidativa e Namiki (Han et al., 2013).

Assim, a capacidade de formacdo de novos AGEs nos alimentos expostos a
diferentes métodos de coccdo dependem de seu conteddo nutricional. A presenca de
acucares redutores, compostos intermediarios da degradacao de agucares e a capacidade
de geracdo de EROs, no decorrer das varias reacdes de liperoxidacdo induzidas pelo
cozimento, justificam as altas taxas de formacdo de AGEs nos alimentos protéicos e
lipidicos. Chao e colaboradores, mostraram que a presenca de acUcares redutores em
molhos reagem com lisina encontrada nas carnes facilitando a formacéo de novos AGEs
(Chao et al., 2009). Ainda, o alto teor de acidos graxos poliinsaturados presentes no
salmao o torna mais suscetivel a lipoperoxidacdo e formacdo de glioxal justificando os
mais altos niveis de CML entre todas as carnes (Hull et al., 2012). Nesse sentido, o
baixo teor de AGEs encontrado nos carboidratos pode ser reflexo ndo somente de seu
conteudo de adgua, mas do maior nivel de antioxidantes e vitaminas que podem diminuir
a formacdo de novos AGEs nesses alimentos. Além disso, nesta categoria de alimentos,
a maioria dos polissacarideos consistem em acucares ndo redutores, menos susceptiveis
a dar origem a AGEs (Uribarri et al., 2010). Os mais altos niveis de AGESs nesta
categoria sdo encontrados em alimentos processados em calor seco, como biscoitos,
batatas fritas e bolachas (do tipo cookies), possivelmente resultante da adigdo de
ingredientes como manteiga, 6leo, queijo, ovos e nozes, que durante o processamento

com calor seco aceleram substancialmente a geracdo de AGEs (Uribarri et al., 2010).
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Interacdo AGEs-RAGE, sinalizagéo celular e inflamacéo

Os efeitos patoldgicos associados aos AGES estao relacionados a sua habilidade
em promover estresse oxidativo e inflamacao através de sua ligacdo com receptores de
membrana (Schmidt et al., 1999) ou liga¢des cruzadas com proteinas corporais alterando
sua estrutura e funcionamento (Eblle et al., 1983). O RAGE é um membro multiligante
da superfamilia de moléculas de superficie celular da imunoglobulina (Neepert et al.,
1992) com habilidade para reconhecer uma grande gama de ligantes enddgenos tais
como AGEs, proteinas S100, anfoterina e outros (Hori et al., 1995). Além de ser
receptor para multiplos ligantes, outra caracteristica incomum do RAGE é a co-
expressao com seus ligantes nos tecidos, ou seja, a interacdo dos AGEs com RAGE leva
a um feedback positivo que aumenta ainda mais a expressao do receptor (Schmidt et al.,
1999). Além de seus ligantes, outras citocinas e moléculas pro-inflamatorias podem
regular a expressdo RAGE (Takeda et al., 2005). O TNF-a parece estar envolvido no
aumento da expressdo de RAGE na formacdo da neointima (Takeda et al., 2005).
Adicionalmente, PCR nas mesmas concentracbes em que € capaz de predizer eventos
cardiovasculares futuros regula positivamente a expressdo de RAGE em células

endoteliais humanas (Zhong et al., 2006).

O RAGE ¢ o receptor central de transducdo de sinal para AGEs tais como CML.
O acoplamento de AGEs-RAGE através da ativacdo celular e inducdo de estresse
oxidativo leva a um desiquilibrio transitorio no balanco redox capaz de modular a
funcdo celular mesmo na presenga de um sistema anti-oxidante intacto (Yan et al.,
1994). Na vasculatura, a indugdo do aumento de EROS intracelulares (Yan et ai, 1994) é
0 resultado primario da ativacéo do sistema NADPH-oxidase (Wautier et al., 2001), mas

de forma secundéria também pode evocar a geracdo de EROS mitocondrial (Basta et al.,
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2005). O acomplamento de seus ligantes ao RAGE ativa vias de sinalizacdo celular tais
como p2lras, ERK1/2 quinase e NF-kB em células endoteliais, mondcitos e células
musculares lisas na vasculatura. Esta cascata de eventos leva a expressdo de mediadores
pré-inflamatorios, como demonstrados pela supressdo dos efeitos desses aductos na
presenca de anticorpos bloqueadores para RAGE, RAGE solivel ou dominio
extracelular do receptor (Li & Schmidt, 1997; Kislinger et al., 1999). Tais estudos
fornecem evidéncias que tanto o acoplamento de seus ligantes quanto a transducdo de
sinal através RAGE estdo envolvidos na mediacdo dos efeitos dos AGEs (Kislinger et

al., 1999).

As interacbes AGE-RAGE levam a inflamacédo cronica. Estudo demonstrou que
a interacdo de CML com RAGE leva ativacdo de vias de transducdo de sinal que, em
Gltima instancia, resulta na expressao de genes pré-inflamatorios (Kislinger et al., 1999).
Em células endoteliais humanas, os AGEs sdo capazes de induzir a expressdo de
moléculas de adesdo, incluindo VCAM-1, ICAM-1 e E-seletina, de modo RAGE-
dependente, tal como confirmado pelo efeito inibidor de anticorpos 1gG
(imunoglobulina G) anti-RAGE ou sSRAGE (Schmidt et al., 1994; Schmidt et al., 1995;
Basta et al., 2002). A interacdo entre AGES e seu receptor sobre o endotélio também
determina alteracGes nas propriedades antitromboticas superficiais ao fluxo sanguineo,
marcado por diminuicdo da expressdo de trombomodulina e a inducdo da expressdo do
fator tecidual (Esposito et al, 1989;. Bierhaus et al., 1997) que, podem levar a alteracGes
nas propriedades dindmicas endoteliais. A interacdo AGE-RAGE em células musculares
lisas ainda esta associado ao aumento na migracdo quimiostatica e proliferacdo celular
(Higashi et al., 1997). Em mondcitos o acoplamento AGE-RAGE induz um fenétipo de

macrofagos ativados que se manifesta pela inducéo do fator de crescimento derivado de
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plaquetas (Kirstein et al., 1990), fator de crescimento semelhante a insulina-1 (Kirstein

et al, 1992), e citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1 e TNF-a (Vlassara et al, 1988).

Com isso, o acoplamento de AGEs com RAGE esta associado a geracdo de
estresse oxidativo e desencadeamento de respostas inflamatdrias e trombogénicas em
varios tipos celulares, incluindo células endoteliais, células do musculo liso, macrofagos
e células renais, podendo desempenhar importante papel no desenvolvimento e
progressao da lesdo vascular. As consequéncias dessas interacdes tém sido associadas ao
processo de envelhecimento, patogénese da nefropatia diabética (Makita et al., 1991),
retinopatia diabética (Yamagishi et al., 1997), neuropatia diabética (Yagihashi et al.,
1992), e aterosclerose (Kume et al., 1995). Com isso, sugere-se que, em longo prazo 0s
AGEs devam mediar continua amplificacdo de eventos inflamatérios em tecidos

sensibilizados ou alvos imunes e inflamatdrios (Basta et al., 2002).

AGEs e Disfuncgéo endotelial

Mecanismos moleculares pelos quais o sistema AGE-RAGE pode contribuir
para o desenvolvimento e progressdo da DCV tém sido propostos. Os AGEs formados
na matriz extracelular estdo associados a reducdo da elasticidade vascular e atividade de
oxido nitrico (NO), podendo mediar o declinio da vasodilatacdo mediada pelo endotélio
(Bucala et al., 1991). A inducédo de estresse oxidativo pela ligacdo AGEs—RAGE pode
levar a inativacdo do NO pela formacdo de peroxinitrito, que ainda é capaz de induzir
dano e ativacdo plaquetaria em células endoteliais (Bucala et al., 1991). Ainda o
aumento nos niveis intracelulares de estresse oxidativo leva a ativagdo de NF-kB nas
células da parede vascular promovendo o aumento na expressao de uma variedade de
genes associados a aterogénese incluindo ICAM-1 (Vlassara et al., 1995), VCAM-1

(Vlassara et al., 1995; Schmidt et al., 1995), proteina quimioatrativa de mondcitos-1
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(MCP-1) (Inagaki et al., 2003), inibidor da ativacdo de plasminogénio-1 (PAI-1)
(Yamagishi et al., 1998), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Yamagishi et

al., 2006), bem como o préprio e RAGE (Yamagishi et al., 2009).

Associacdo entre AGEs e funcdo endotelial tém sido caracterizada em estudos
transversais. Em estudo transversal aninhado a um estudo de casos e controles em 543
individuos diagnosticados com diabetes tipo I, caracterizada por diagnostico antes dos
36 anos com necessidade de terapia insulinica continua em 1 ano de diagndstico, néo foi
observada associacdo entre AGESs e presséo arterial média. Entretanto, os niveis de CML
se associaram diretamente com PAS e pressdo de pulso e inversamente com PAD
(Schram et al., 2005). De acordo com essa premissa, Geroldi e colaboradores
investigaram a associacdo entre SRAGE e hipertensdo em estudo de casos e controles
com 147 pacientes hipertensos nunca tratados e 177 controles normotensos. Esse estudo
mostrou associacdo fraca entre SRAGE e PAS, que perdeu significancia ap6s controle de
fatores de confusdo. Entretanto, a associacdo observada entre SRAGE e pressédo de pulso
se manteve significativa mesmo ap0s ajuste para fatores confundidores (Geroldi et al.,
2005). Uma vez que a pressdo de pulso elevada é consequéncia da rigidez arterial,

sugere-se um potencial papel dos AGEs sobre a funcéo e estrutura arterial.

Ensaios clinicos sugerem melhora na funcdo endotelial em pacientes com HAS
pelo uso ALT-711 (3-feniacil-4,5-dimetiltiazélio cloreto), uma molécula capaz de
quebrar ligacBes cruzadas entre AGEs e outras moléculas (Kass et al., 2001; Zieman et
al., 2007). Ensaio clinico controlado por placebo em idosos com pressdo de pulso em
repouso superior a 60 mmHg e PAS maior do que 140 mmHg em tratamento anti-
hipertensivo caracterizou melhora na complacéncia arterial independentemente de

reducOes nos niveis pressoricos (Kass et al., 2001). Adionalmente, Zieman et al., (2007)
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testaram a eficacia de ALT-711 na melhora da dilatacdo braquial mediada por fluxo em
idosos com hipertensdo sistolica isolada em terapia anti-hipertensiva. Apesar de nao
serem observadas reducdes significativas nos niveis pressoricos apos oito semanas de
tratamento, o uso de ALT-711 foi associado a melhora da funcéo endotelial
independentemente de alteragcbes na complacéncia vascular. Houve ainda associacéo
com a redugdo de marcadores de fibrose, remodelamento vascular e marcadores
inflamatorios (Zieman et al., 2007). Entretanto, estudo conduzido avaliando os efeitos de
ALT-711 sobre a funcéo endotelial, rigidez arterial e risco cardiovascular em idosos nio
foi capaz de demonstrar qualquer efeito nos parametros avaliados, apdés um ano de

intervencdo, associado ou ndo com exercicio fisico (Oudegeest-Sander et al., 2013).

Apesar dos resultados controversos, estes estudos sugerem que 0s AGES possam
desempenhar um potencial papel sobre a rigidez arterial e suas complicacdes, e impacto
menor sobre os niveis pressoricos. Niveis de AGEs aumentados estdo presentes
sistemicamente e localmente na parede vascular levando a mudancas estruturais diretas e
inducdo de mecanismos inflamatdrios mediados pelos RAGEs. No que diz respeito as
grandes artérias, o eixo AGE-RAGE esta associado ao aumento na rigidez adrtica e
espessamento da camada intima media. Entretanto, os efeitos ndo sdo restritos as
grandes artérias, mas incluem a microcirculacdo. Em individuos diabéticos os danos
renais, retinianos e na microcirculacdo cerebral podem estar associados ao eixo AGE-
RAGE (Baumann, 2012). E, embora nenhum efeito direto do eixo AGE-RAGE seja
observado na hipertensdo essencial, seus efeitos vasculares podem estar associados ao

aumento do risco cardiovascular e danos em érgao alvo.

Efeitos de variagcdes na ingestdo dietética usual de AGEs na funcéo endotelial e
inflamacéo
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Dados sobre o consumo médio de AGEs na populacdo geral sdo limitados. A
ingestdo didria de AGEs, estimada a partir de coorte de adultos saudaveis, de Nova
lorque, é de aproximadamente 14.700 + 680 AGE kU/dia (Uribarri et al., 2007). Esses
dados podem sugerir um ponto de corte para definicdo de dietas ricas ou pobre em
AGEs dependendo de quando a ingestdo diaria estimada for significativamente maior ou
menor do que 15.000 AGE kU/dia (Uribarri et al., 2010). Considerando-se o nivel de
evidéncia dos estudos que investigaram o papel dos AGEs, como fator mediador ou
marcador de risco cardiovascular, a ingestdo segura ou adequada de AGEs permanece
por ser estabelecida. Em modelos animais, reducdo em torno de 50% nos AGEs
provenientes da dieta tem sido associado com redugdo no estresse oxidativo, retardo no
desenvolvimento de resisténcia a insulina e perda de funcdo renal associada a idade bem

como aumento na expectativa de vida (Cai et al., 2008).

Os efeitos biologicos de variacGes agudas nos AGEs ingeridos na dieta em seres
humanos foram avaliados em individuos saudaveis e diabéticos que receberam bebida
rica em AGEs, em dose unica. Apds 90 minutos, houve elevacdo nos niveis séricos de
AGEs, e observou-se reducdo transitdria na vasodilatacdo mediada por fluxo (Uribarri et
al., 2007). Resultados similares foram observados em pacientes diabéticos onde o0s
niveis basais de AGEs sdo elevados (Negrean et al., 2007). O pré tratamento por trés
dias com altas doses de benfotiamina oral, inibidor de AGEs, foi capaz de atenuar os
efeitos observados apés refeicdo rica em AGES sobre a vasodilatagdo mediada por fluxo,
marcador de inflamacdo endotelial e estresse oxidativo em ensaio clinico randomizado
cruzado (Stirban et al., 2006). Entretanto, em individuos com sobrepeso submetidos a
refeicdo Unica contendo os mesmos alimentos preparados grelhados (roasting) ou no
vapor (steaming), gerando alto e baixo teor de AGEs, respectivamente, ndo houve

elevagdo nos niveis de AGEs, marcadores inflamatorios ou ativagdo endotelial (Poulsen
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et al., 2014). Contudo, individuos que receberam refeicdo com alto teor de AGEs

apresentaram elevacgdo no nivel de grelina e na resposta glicémica (Poulsen et al., 2014).

Em estudo transversal conduzido por Uribarri e colaboradores em adultos jovens
e idosos saudaveis, a ingestdo usual de AGEs a partir da dieta, estimada a partir de diario
alimentar de 3 dias, correlaciona-se com os niveis séricos de CML e MG, marcadores
inflamatdrios, de estresse oxidativo e indice HOMA independetemente de idade ou
ingestdo calorica (Uribarri et al., 2007). Em mulheres com sobrepeso, a ingestdo de dieta
pobre em AGEs reduziu a concentracdo de AGEs urinario, insulina de jejum e indice
HOMA quando comparada a dieta rica em AGESs, apds ajuste para alteracdes
antropomeétricas durante o estudo (Mark et al., 2014). Em contrapartida, os efeitos do
consumo, durante 6 semanas, de dieta ricas em AGEs versus dieta com baixo teor, sobre
a funcdo endotelial, niveis circulantes de AGEs, mediadores inflamatorios e RAGE
foram avaliados em individuos saudaveis com 50 a 69 anos (Semba et al., 2014). Nesse
estudo variacBes na ingestdo de AGEs ndo produziram variacdes significativas sobre

marcadores inflamatérios e na funcdo endotelial (Semba et al., 2014).

Os efeitos de dietas com restricdo de AGEs sobre o perfil inflamatério de
individuos adultos saudaveis, com diabetes mellitus ou insuficiéncia renal foi avaliados
em revisao sistematica de 12 ensaios clinicos incluindo 289 participantes. Metandlise de
dois estudos com mais de 16 semanas de intervencdo caracterizou que dieta com
restricdo de AGEs promoveu a reducdo nos niveis de 8-isoprostana, um marcador de
estresse oxidativo, e TNF-a, em adultos saudaveis. Dietas com restricdo moderada em
AGEs em individuos adultos com insuficiéncia renal crénica parecem ser capazes de
reduzir os niveis séricos de VCAM-1. Existem evidéncias que dietas pobres em AGEs

exercem efeito a longo prazo reduzindo o indice HOMA e niveis de lipoproteina de
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baixa densidade (LDL) mediada por AGEs em individuos adultos com diabetes tipo Il
(Kellow and Savige, 2013). Entretanto, estudos de curta duragdo e com baixa qualidade
metodoldgica tornam limitada a possibilidade de generalizagdo dos resultados e de
recomendacdo de dieta pobre em AGEs para atenuar o estado pro-inflamatério em
individuos saudaveis, com diabetes mellitus ou insuficiéncia renal. Os resultados
controversos do papel dos AGEs originarios da dieta sobre disfuncdo endotelial e

inflamag&o associadas a HAS permanecem a ser elucidados.

DISFUNCAO ENDOTELIAL, INFLAMACAO E HIPERTENSAO ARTERIAL

Homeostase e disfunc¢éo endotelial: significAncia clinica

O endotélio é o principal regulador da homeostase vascular, desempenhando
papel regulatério tanto autdcrino quanto paracrino através da liberacdo de substancias
envolvidas no controle do tonus, fungéo e estrutura endotelial (Taddei & Salvetti, 2002).
As células endoteliais, sob condi¢des fisiologicas, sdo capazes de sintetizar e secretar um
amplo espectro de substancias, entre as quais a mais bem caracterizada é o 6xido nitrico
(NO), gerado a partir do metabolismo de L-arginina pela NO sintase endotelial (eNOS)
(Vanhoutte, 1989). A estimulagéo endotelial induz a producéo e liberagdo de NO, o qual
é capaz de se difundir entre os tecidos e células circundantes, exercendo seu papel
cardioprotetor através do relaxamento da musculatura lisa endotelial, prevencdo da
adesdo e agregacdo plaquetaria e, expressdo de moléculas de adesdo (Vanhoutte, 1989;
Taddei et al., 2003). Em condicGes patoldgicas, incluindo a presenca de fatores de risco
cardiovasculares, o endotélio sofre alteragdes funcionais e estruturais podendo tornar-se

uma estrutura pro-aterosclerética (Vanhoutte, 1989).
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A perda da funcdo endotelial, normalmente referida como "disfuncéo
endotelial”, é caracterizada por uma reducdo transitéria na biodisponibilidade de NO, na
auséncia de ruptura anatémica do endotélio (Taddei & Salvetti, 2002). Essa reducgéo do
NO pode resultar tanto da reducdo em sua sintese pela eNOS quanto do aumento na
sintese de EROs capazes de neutralizar seus efeitos pela formacdo de peroxinitrito
(Vanhoutte, 1989; Taddei et al., 2003). Nesse cenario a vasodilatacdo dependente do
endotélio é parcialmente mantida pela producdo e liberacdo de outras moléculas
vasodilatadoras derivadas do endotélio, como prostandides (ex. prostaciclina) e outros
fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio. De importancia, a disfuncdo do
endotélio o torna fonte de outros mediadores e substancias prejudiciais a parede arterial,
incluindo endotelina-1 (ET-1), tromboxano-A2, prostaglandinas-H2 e EROs (Taddei et
al., 2003). A reducéo na biodisponibilidade de NO associa-se a reducéo de sua atividade
inibitoria sobre a ET-1 resultando em aumento da sua capacidade vasoconstritora e,
possivelmente proliferativa. Assim, a disfuncdo endotelial ndo prejudica somente a
vasodilatacdo dependente do endotélio, mas também pode levar a um fenétipo proé-
inflamatorio, pro-trombdético e pro-coagulante ainda capaz de promover alteraces
estruturais como a hipertrofia das células musculares lisas (Taddei et al., 2003; Brunner

etal, 2005) .

A reducdo na resposta vasodilatadora mediada pelo endotélio a estimulos tem
sido observada na presenca dos principais fatores de risco para DCV tais como
tabagismo (Newby et al., 2001), obesidade (Higashi et al., 2001), diabetes mellitus (Ting
et al., 1996), hipercolesterolemia (Quyyumi et al., 1997) e hipertensdo (Panza et al.,
1990). A presenca de multiplos fatores de risco, contribuindo para a reducdo na
biodisponibilidade de NO, através de diferentes mecanismos, pode determinar o

agravamento progressivo da disfuncdo endotelial. Vita e colaboradores caracterizaram
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que na circulagdo coronéria a funcdo endotelial estd inversamente associada ao nimero
de fatores de risco (Vita et al., 1990). Isso foi confirmado por Campuzano e
colaboradores, que verificaram relacdo inversa entre o relaxamento dependente do
endotélio, estimado através da dilatagio mediada por fluxo, e o escore de risco
cardiovascular, avaliado pelo "Escore de Framingham" (Campuzano et al., 2006). Além
disso, alguns estudos tém sugerido que a relacdo entre a disfuncdo endotelial e a
presenca de fatores de risco cardiovascular possa ser bidirecional (Rossi et al., 2004;
Rossi et al., 2005). Em mulheres na pds-menopausa a disfuncdo endotelial pode ser um
fator de predisponente ou ainda um marcador do desenvolvimento de hipertensdo (Rossi
et al., 2004) e diabetes (Rossi et al., 2005). Tais achados tém sugerido que a presenca de
disfuncdo endotelial ndo represente apenas uma consequéncia ou caracteristica da
presenca de fatores de risco para DCV, mas também um possivel mecanismo envolvido

na patogénese.

Entretanto, existem evidencias que apoiam a hipdtese de que a disfuncéo
endotelial seja fator prognostico para eventos cardiovasculares futuros mais do que para
o desenvolvimento de fatores de risco. As implicacBes clinicas de que a disfuncédo
endotelial esteja associada com eventos cardiovasculares esta bem estabelecida
(Widlansky et al., 2003). Estudos descrevendo a associacdo entre disfuncdo endotelial
coronaria e periférica e eventos cardiovasculares foram revisados por Lerman & Zeiher
(Lerman & Zeiher, 2005). Analise incluiu cerca de 2.500 participantes, com seguimento
entre um e 92 meses. Apesar da natureza dos eventos cardiovasculares variarem entre 0s
estudos (por ex. morte por DCV; infarto do miocardio e; necessidade de
revascularizacdo), a analise sugere que a disfungdo endotelial esteja associada de forma
independente com a ocorréncia de eventos cardiovasculares (Lerman & Zeiher, 2005).

Capacidade preditora similar foi demonstrada para a presenca de disfungéo endotelial,
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identificada tanto na circulagdo coronariana quanto periférica (Targonski et al., 2003).
Entretanto, em pacientes de alto risco a reducdo da vasodilatagdo mediada por fluxo ndo
associou ao risco de eventos cardiovasculares futuros, independente de outros fatores de
confusdo (Fathi et al., 2004). Adicionalmente, Asselbergs e colaboradores, mostraram
que a vasodilatacdo coronariana, em resposta a acetilcolina perdia sua capacidade
preditiva em pacientes com doenca arterial coronariana encaminhados a primeira
angiografia (Asselbergs et al., 2004). Com isso, sugere-se que a disfuncdo endotelial
seja um marcador funcional associado aos fatores de risco para DCV como a HAS

(Bonetti et al., 2003).

Hipertensao arterial sistémica

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma condic¢do clinica multifatorial,
caracterizada por aumento sustentado da PAS maior ou igual a 140 mmHg ou PAD
maior ou igual a 90 mmHg (SBH, 2010). A HAS é considerada o fator de risco mais
importante para DCV (Chobanian et al., 2003). Segundo dados da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) em 2000 a HAS afetava em torno de um bilhdo de pessoas no mundo,
0 que correspondia a 26,4% da populacdo adulta. As projecdes para 2025 sdo de que
havera um aumento em torno de 60% passando a atingir em torno de 1,56 bilhdes de
pessoas no mundo (Keaney et al., 2005). Esses valores sdo atribuidos principalmente ao
aumento de 80% na sua prevaléncia em paises em desenvolvimento (Keaney et al.,
2005). No Brasil, atualmente, apesar de haver reducdo de 6% na prevaléncia de HAS nas
altimas trés décadas, essa acomete aproximadamente 30% da populacdo (Picon et al.,

2012).

A incidéncia de hipertensdo arterial varia de 3 a 18% dependendo da populagéo

estudada, com uma taxa anual de 7/100 individuos com idade entre 40 e 50 anos. Estudo
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realizado em Porto Alegre mostrou que a incidéncia cumulativa de hipertensdo é de 39
casos por 1.000 pessoas por ano (Moreira et al., 2008). A idade permanece sendo o
principal determinante para o desenvolvimento de HAS (Moreira et al., 2008). O
Framingham Heart Study caracterizou que individuos normotensos aos 55 anos de idade
apresentavam risco residual de 90% de desenvolver HAS (Vasan et al., 2001), com uma
probabilidade de desenvolvimento em 10 anos de 50%, passando a 60% entre individuos

idosos (Vasan et al., 2001).

A importancia da HAS ndo se da somente por sua prevaléncia elevada, mas
também por ser um fator de risco modificavel para doenca cardiovascular. A prevaléncia
de HAS em todo o mundo tem contribuido para a atual pandemia da doenca
cardiovascular sendo um dos principais contribuintes para a carga global atribuida a essa
doenca (Levenson et al., 2002). Globalmente, as doencas cardiovasculares respondem
por 17 milhdes de mortes a cada ano, aproximadamente um terco do total (WHO, 2008).
Dentre essas, as complicacdes associadas a HAS contabilizam 9,4 milhGes de mortes
anualmente em todo o mundo (Lim, 2012). A HAS é responsavel por pelo menos 45%
das mortes por doencas cardiacas e 51% das mortes por acidente vascular cerebral

(WHO, 2013).

Avaliacdo de cerca de um milhdo de individuos adultos, com 40-89 anos,
participantes de 61 estudos de coorte, mostrou que o risco de mortalidade por doenca
coronariana e por acidente vascular cerebral aumentava linearmente a medida que 0s
valores de pressao arterial (PA) se elevavam (Lewington et al. 2002). Caracterizou-se
duplicacgdo no risco de mortalidade por DCV para cada 20 mmHg de aumento na PAS
ou 10 mmHg, similar entre os sexos, iniciando-se em valores tdo baixos quanto 115

mmHg ou 75 mmHg, respectivamente (Lewington et al. 2002). A consisténcia entre 0s
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achados de estudos de coorte que estabeleceram o risco e meta-analise de ensaios
clinicos randomizados que avaliaram o efeito do tratamento da hipertensdo sobre a
prevencdo de mortalidade foi apontada por Law e colaboradores (Law et al., 2009).
Meta-anélise de ensaios clinicos randomizados (Law et al., 2009) caracterizou reducgéo
de 22% na mortalidade por doenga coronanriana e 41% na mortalidade por acidente
vascular cerebral decorrente da reducdo da pressdo arterial, muito similar aos 25% e
36% observados nos estudos de coorte respectivamente. Analisados em conjunto, esses
resultados caracterizam a prova de conceito sobre o papel da hipertensdo na causagéo de

DCV (Fuchs et al., 2012).

Disfuncao endotelial e hipertensao arterial

A redugdo na biodisponibilidade de NO tem sido consistentemente demonstrada
em pacientes hipertensos. Panza e colaboradores determinaram que a infusdo de N°-
monometil-L-arginina (L-NMMA), um inibidor da eNOS, produz menos vasoconstrigao
em condicOes basais e ndo modifica, de forma significativa, a resposta a acetilcolina em
hipertensos quando comparados a controles saudaveis (Panza et al., 1993). Essa reducéo
nos efeitos vasculares da L-NMMA em pacientes hipertensos sugere comprometimento
na producdo e liberacdo de NO nas artérias desses pacientes tanto de forma basal quanto
durante estimulacdo endotelial. Nesse sentido, Forte e colaboradores, mostraram reducéo
nas concentracdes plasmaticas de nitrito e nitrato, produtos oxidativos finais do NO
(Forte et al., 1997). Entretanto, a reducdo na resposta endotélio dependente vascular a
acetilcolina ndo é modificada significativamente por L-arginina indicando que a redugao
na biodisponibilidade de NO néo esta associada a reducdo de seus precursores (Panza et
al., 1993). Assim, em pacientes hipertensos, o0 aumento na formacdo de espécies reativas

de oxigénio através do sistema da NADPH oxidase e mitocondrial devem representar
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importante mediador da reducdo na biodisponibilidade de NO (Doughan et al., 2008).
Evidéncia de que a infusdo de vitamina C possa melhorar a vasodilatagdo mediada pelo
endotélio nessa populacdo parece apoiar a premissa de que as EROs desempenhem um

papel na disfungédo endotelial (Taddei, 1998).

Diversos estudos em seres humanos tém caracterizado a associacdo entre
disfuncdo endotelial e hipertensdo. Comprometimento na vasodilatacdo mediada por
endotélio em pacientes hipertensos foi demonstrado por Panza e colaboradores. (Panza
et al., 1990). Treasure e colaboradores determinaram 0 aumento na resposta
vasoconstritora coronaria a acetilcolina em pacientes hipertensos (Treasure et al., 1992).
Adicionalmente, dados da coorte de Framingham sugerem que a gravidade da
hipertensdo esteja associada positivamente com o grau de disfuncdo endotelial
(Benjamin et al.,, 2004). Apesar da tentativa de demonstracdo de que disfuncéo
endotelial em pacientes hipertensos deva ser bidirecional, dados apoiam a hipdtese de
que HAS deva preceder a disfuncdo endotelial. Dados publicados por Jurva e
colaboradores, em adultos jovens saudaveis, mostram que grandes aumentos pressoricos
de forma aguda geram disfuncdo endotelial transitoria (Jurva et al., 2008). Em outro
estudo, caracterizou-se que aumento na pressao arterial sistolica durante a adolescéncia
esta associada com maior incidéncia de disfuncdo endotelial na vida adulta (Juonala et
al., 2006). Nesse sentido, Shimbo e colaboradores, (Shimbo et al., 2010) apresentaram
dados sobre a incidéncia de hipertensdo associado a avaliacdo basal da dilatacdo
mediada por fluxo em uma coorte de 3.500 pessoas de diferentes etnias no Multiethnic
Study of Atherosclerosis — Estudo MESA. Os investigadores mostraram que alteragoes
na vasodilatagdo mediada por fluxo ndo sdo preditoras independentes do
desenvolvimento de hipertensdo (Shimbo et al., 2010). Esses estudos apoiam a hipétese

de que disfuncéo endotelial seja consequiéncia de alteragdes nos niveis pressoricos mais
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do que a causa para tal. A auséncia de associacdo entre o grau de disfuncdo endotelial e

0s niveis pressoricos corrobora com essa afirmativa.

Disfuncdo endotelial em pacientes hipertensos parece ser melhor marcadora de
prognostico e risco para DCV. Nesse sentido, Perticone e colaboradores, avaliaram fluxo
sanguineo no antebraco em resposta a acetilcolina em 225 hipertensos nao tratados de
ambos 0s sexos acompanhados por um seguimento 31,5 meses para avaliacdo da
incidéncia de eventos cardiovasculares (Perticone et al., 2001). Participantes com menor
resposta a acetilcolina apresentaram um risco relativo de 2,084 (1C95% 1,25 — 3,48;
P=0,0049) para incidéncia de DCV mesmo apds ajuste para varidveis confundidoras
(Perticone et al., 2001). Modena e colaboradores avaliaram a dilatacdo mediada pelo
fluxo na artéria braquial em 400 mulheres na p6s-menopausa recém diagnosticadas com
hipertensdo e acompanhadas por um periodo médio de 67 meses. Entre aquelas
pacientes cuja disfuncao endotelial ndo foi revertida apds seis meses de tratamento anti-
hipertensivo houve aumento significativo no risco para DCV nos cinco anos seguintes

(Modena et al., 2002).

As evidéncias disponiveis parecem indicar uma dissociacdo entre grau de
disfuncdo endotelial e valores da pressdo sanguinea corroborando a hip6tese de que essa
seja uma alteracdo comum aos principais fatores de risco cardiovascular. E concebivel
que tal alteracdo possa ser um mecanismo patogénico comum na determinacdo da
doenca aterosclerotica e eventos cardiovasculares em pacientes com fatores de risco
cardiovasculares. Essa possibilidade se baseia na evidéncia de que o NO e fatores
constritores dependentes do endotélio ndo apenas exercam efeitos opostos sobre o tonus
vascular, mas também interajam entre si na modulacdo da agregacdo plaquetaria,

proliferacdo de células do musculo liso vascular, migracdo e adesdo de mondcitos além
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da expressdo da adesdo molecular que exercem um papel importante na génese de
trombose e placa aterosclerotica (Taddei et al., 2003). Com isso, disfuncdo endotelial
tem sido sugerida como um desfecho substituto na abordagem terapéutica em pacientes
sob risco cardiovascular como demonstrado pela inclusdo de disfuncdo endotelial entre
os marcadores de lesdo em 6rgdo alvo nas diretrizes de hipertensdo da Sociedade
Européia de Hipertensdo (Mancia et al., 2007; ESH/ESC Task Force for the

Management of Arterial Hypertension, 2013).

Disfuncéo endotelial e inflamacao

O estresse oxidativo excessivo e inflamacdo vascular sdo caracteristicas centrais
da disfuncdo endotelial (Dharmashankar et al., 2010). As reacOes inflamatorias
envolvem interacbes complexas entre células vasculares e inflamatérias como
neutréfilos, linfocitos e, mondcitos/macréfagos. Essa interacdo resulta em uma resposta
inflamatoria evocada pelas células vasculares através do aumento da expressao de
moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas, metaloproteinases, e fatores de crescimento
(Ross, 1999). O sistema NF-kB é considerado importante via inflamatoria, mediando a
maioria das respostas vasculares. A ativacdo de NF-kB é desencadeada por varios
estimulos, tais como citocinas, ativadores da proteina quinase C, mas, acima de tudo, as
EROs (Barnes & Karin, 1997). Apds a ativacdo, o NF-kB transloca-se para o nucleo
onde regula a transcri¢cdo de genes envolvidos na patogénese das lesdes inflamatorias
como IL-6, TNF-a, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, E-Seletina, VEGF e molécula de
adesdo celular endotelial plaquetaria, todos envolvidos no recrutamento de
mondcitos/macréfagos em sitios de inflamacdo na parede vascular (Barnes & Karin,

1997).
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A adesdo e subsequente transmigracdo de leucocitos atraves do endotélio
vascular s8o mediadas por moléculas de adesdo celular entre elas, as seletinas e
moléculas de adesdo intracelular e vascular (Price & Loscaulzo, 1999). As seletinas sdo
moléculas de adesdo que medeiam o primeiro passo da adesdo de leucocitos em sitios de
inflamacg&o ou dano vascular, essas moléculas de adesdo estdo associadas a rolagem de
leucdcitos (Adam & Shaw, 1994). A E-seletina é sintetizada pelas células endoteliais
tendo sua expressdo modulada pela ativagdo endotelial por IL-1 e TNF-a (Etter et al.,
1998). As células de adesdo ICAM-1 e VCAM-1 pertencem a superfamilia da
imunoglobulina de células de adeséo. A sintese de ICAM-1 ocorre tanto em macrofagos
quanto em células endoteliais em resposta a citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-a, ¢
interferon-gama, entretanto, a expressao de VCAM-1 apesar de estimulada pelas
mesmas citocinas esta restrita a células endoteliais (Pober et al., 1986). Tais citocinas
sdo capazes de estimular a producéo endotelial de MCP-1, fator estimulante de colénia
de mondcitos e IL-6, moléculas capazes de amplificar a cascata inflamatéria. Ainda, a
expressdo dessas moléculas pode sofrer influéncia do fator de crescimento vascular
endotelial-1 (VEGF-1), um potente fator angiogénico cujas atividades incluem a
sobrevivéncia celular, proliferacdo, migracdo e formacdo do tubo (Ferrara & Davis-
Smyth 1997). A atuacdo do VEGF como citocina pro-inflamatéria ndo s6 aumenta a
permeabilidade endotelial, mas induz a expressao dessas moléculas de adesdo (Kim et
al., 2001). Tanto a E-seletina quanto VCAM-1 e ICAM-1 estdo presentes na circulagdo

em sua forma soltvel.

O TNF-o ¢ uma citocina com atividade pleiotropica produzida por uma
variedade de células incluindo macréfagos, células endoteliais e células musculares
lisas. O TNF-a sozinho ou em associagdo com interferon-gama e IL-1 estimula a

producdo de IL-6 nas células musculares lisas (Ng et al., 1994). A IL-6 é expressa em
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lesbes ateroscleroticas e, considerada a principal estimulante hepética para a producéo
de PCR. A proteina de fase aguda PCR esta envolvida nas respostas da imunidade inata
e desempenha, importantes papeis que incluem ativacdo do sistema complemento e
aumento da fagocitose (Mortensen & Zhong, 2000). A PCR pode estimular mondcitos a
liberarem citocinas pro inflamatérias como IL-6, IL-1f3, TNF-a (Ballou & Lozanski,
1992) e ainda induzir a expressdo de moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 pelas
células endoteliais (Pasceri et al., 2000). Por outro lado, a IL-10 apresenta um papel
critico na supressao da resposta inflamatoria. A IL-10 é produzida por mondcitos e
linfocitos em resposta a fatores pro-inflamatérios. A IL-10 além de ter sua expressao
modulada pela IL-1, IL-6 e TNF-a, efetivamente regula essas citocinas pro-
inflamatorias, ainda sendo capaz de regular a sintese de fatores quimiostaticos (Olszyna

et al., 2000) e moléculas de adesdo (Song et al., 1997).

A complexidade da resposta inflamatdria evocada pela disfuncdo endotelial e
seu potencial papel em diferentes etapas da aterogénese sugere que marcadores SEricos
de inflamacdo vascular possam risco cardiovascular. Niveis elevados de seletinas,
SICAM-1, IL-6, TNF-a, e PCR tém sido associados ao aumento no risco cardiovascular
em diferentes cenarios. Na coorte do Physicians’ Health Study, estudo de coorte que
incluiu 51.529 homens - principalmente dentistas e veterinarios, mas também outros
profissionais de salude — com o objetivo de investigar fatores nutricionais associados a
incidéncia de cancer, doenca cardiaca e outras doencas vasculares, o risco relativo para
infarto do miocéardio foi 80% maior em individuos no quartil mais alto de sSICAM-1
(Ridker et al., 1998) e de 38% para aqueles com os mais altos niveis basais de IL-6
(Ridker et al., 2000). No estudo Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC), estudo de
coorte delineado para investigar as causas de aterosclerose, seqielas clinicas e variacdes

de fatores de risco cardiovasculares que incluiu 15.792 adultos com idade entre 45 e 64
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anos de quatro comunidades dos Estados Unidos, niveis plasmaticos elevados de
SICAM-1 e E-Seletina se mostraram fatores de risco independentes para doenca arterial
coronariana e doenca aterosclerética, respectivamente (Hwang et al., 1997).
Adicionalmente, niveis basais de PCR foi identificado como preditor independente de
doenca arterial coronariana (Koenig et al., 1999) e doenca vascular periférica (Ridker et
al., 1998). Tais achados sugerem que inflamacdo vascular possa ser um mediador da

associagao entre fatores de risco cardiovasculares, disfungao endotelial e DCV.

Inflamacéo vascular e hipertensao

A inflamacdo parece desempenhar um papel na fisiopatologia da DCV e de
diversos processos que devem contribuir para a elevacdo dos niveis pressoricos. Na
vasculatura, a inflamacdo pode estimular a proliferacdo de células musculares lisas
desempenhando um papel no remodelamento vascular (Virdis & Shinfrin, 2003).
Aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a, IL-6, PCR (Blake et al., 2001), moléculas de
adesdo ICAM-1, VCAM-1 e E-seletina (Preston et al., 2002) tém sido verificado em
pacientes hipertensos. Ainda, o aumento da expressao de moléculas de adesdo, ativacao
de células imunoldgicas e infiltracao, liberacdo de citocinas e estresse oxidativo parecem
ser mecanismos ativados na hipertensdo. Relacdo entre reducdo nos niveis pressoricos
induzida pelo tratamento da hipertensdo e reducdo de marcadores inflamatoérios (Preston
et al., 2002) sugere que a hipertensdo possa ser uma condicdo potencialmente pro-

inflamatoria.

Em alguns estudos, a presenca de inflamagdo tem sido associada com a génese
da hipertensdo. Bautista e colaboradores sugerem que TNF-a e IL-6 podem ser fatores
de risco independentes para a elevagdo da pressao em individuos saudaveis (Bautista et

al., 2004). Analise ajustada para idade, sexo, indice de massa corporal (IMC), historia
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familiar de hipertensdo e outros marcadores inflamatdrios caracterizou uma razao de
prevaléncia (RP), comparada ao primeiro quartil, de 3,10 (P=0,003) para hipertensao
entre individuos com niveis de IL-6 classificados no segundo quartil, 2,32 (P=0,031) no
terceiro quartil e, 2,30 (p=0,036) no mais elevado quartil. No caso de TNF-a ndo houve
associacao significativa (Bautista et al., 2004). Vanhala et al., em coorte de individuos
saudaveis acompanhados por um seguimento médio de seis anos, demonstraram que 0s
niveis basais de IL-1p e IL-1ra eram significativamente maiores naqueles individuos que

desenvolveram hipertensdo (Mauno et al., 2008).

Associacao entre niveis pressoricos e marcadores de inflamacgédo foram descritos
por Chae et al. em andlise da linha de base do Physicians’ Health Study (Chae et al.,
2001). Foram observadas associagdes significativas entre niveis séricos de marcadores
inflamatdrios SICAM-1 e IL-6 e pressao arterial sistdlica e pressdo de pulso. Para cada
10 mmHg de aumento na pressao arterial sistélica, os niveis de SICAM-1 aumentam em
7,55 ng/mL (1C95% 1,44-13,66; P=0,016), e IL-6 log-transformado IL-6 um aumento
em torno de 0,11 pg/mL (1C95% 0,06-0,17; P=0.001) (Chae et al., 2001). Em avaliacdo
da linha de base do Estudo MESA foi caracterizada associacdo entre hipertensdo e
elevacdo da PCR, quando comparados a individuos sem hipertensdo (Lakoski et al.,
2005). Avaliando a pressdo arterial categorizada de acordo com o Joint National
Comitee 7 (JNC7) observou-se gue individuos com pressdes inferiores a 120/80 mmHg
ou entre 120 e 139 ou 80 e 89 mmHg apresentavam niveis mais baixos de PCR quando
comparados aqueles com pressao superior ou igual a 140/90 mmHg, mesmo em uso de
terapia anti-hipertensiva (Lakoski et al., 2005). Hipertensos leves ou moderados (PAS
maior que 140 mmHg e menor ou igual a 180 mmHg; PAD maior que 90 mmHg e
menor ou igual a 110 mmHg) ndo tratados exibem niveis elevados de fator estimulador

de coldnia de macrdfagos, proteina inflamatoria de macréfago-1a ¢ VCAM-1 quando
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comparados a individuos normotensos (Parissis et al., 2002). Peeters e colaboradores
avaliando o perfil pr6 e anti-inflamatério demonstraram que niveis circulantes e
capacidade de sintese, por estimulacéo ex-vivo, de IL-1 e IL-6, mas ndo TNF-a, foram
mais altos em pacientes hipertensos (Peeters et al., 2001). Inconsisténcias existem no
que diz respeito a associacdo de moléculas de adesdo e hipertensdo. Miller e
colaboradores mostraram associagdo entre a forma sollvel de E-seletina e niveis
pressoricos em mulheres, mas ndo em homens, sem associagdo entre sP-seletina,
SICAM-1, sVCAM-1 e presséo arterial (Miller et al., 2004). Em um estudo de casos e
controles, incluindo 204 paticientes com DCV incidente, 272 pacientes com
aterosclerose da artéria carétida e 316 individuos saudaveis, mostraram que pacientes
hipertensos, independente de seus estatus de caso ou controle, apresentavam niveis mais
altos de E-seletina mas ndo de ICAM-1 ou VCAM-1 quando comparados a normotensos

(Hwang etal., 1997).

A discrepancia nas associagoes entre diversos marcadores inflamatdrios e niveis
pressoricos tem estimulado a conducdo de estudos para avaliar a relacdo entre
inflamacdo e alteracdes vasculatures. E reconhecido que a rigidez adrtica, avaliada
através da velocidade da onda de pulso carétida-femoral (VOP adrtica) constitui
marcador de envelhecimento e € considerado preditor independente de eventos
cardiovasculares em individuos hipertensos (Laurent et al., 2001; Vlachopoulos et al.,
2010). Entre individuos hipertensos ndo tratados, observou-se associacdo significativa
entre niveis circulantes de PCR, TNF-a e IL-6 e VOP aortica (Mahmud et al., 2005). De
acordo com isso, coorte de pacientes hipertensos nunca tratados, PCR se mostrou
independentemente relacionado com VOP aortica (Pietri et al., 2006). Em estudo de em
coorte, van Bussel e colaboradores investigaram a associacdo entre marcadores de

disfungdo endotelial (E-seletina, trombomodulina, ICAM-1, VCAM-1 e fator de von
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Willebrand) e de inflamacdo (PCR, amildide-A sérica, IL-6, IL-8, TNF-a, SICAM-1) e
rigidez adrtica em seguimento de 6 anos em 293 adultos saudaveis (van Bussel et al.,
2011). Escores de disfuncdo endotelial e inflamacdo associaram-se fortemente a rigidez
adrtica no final do seguimento. Em particular, escores associados a biomarcadores para
disfuncéo endotelial associam-se a maior rigidez da artéria femoral, enquanto o escore
de biomarcadores de inflamagdo associa-se tanto com aumento da rigidez da artéria
femoral quanto da caré6tida (van Bussel et al., 2011). Esses achados sugerem que a
rigidez arterial possa ser um mecanismo atraves do qual a disfungdo endotelial e

inflamac&o levem & doenca cardiovascular em pacientes hipertensos.

DIETARY APPROACH TO STOP HYPERTENSION — DIETA DASH

Base tedrica para desenvolvimento da dieta DASH e caracteristicas

O Dietary Approach to Stop Hypertension (Dieta DASH) é uma das mais
eficazes intervencdes para manejo e prevencdo da hipertensdo. O entendimento da base
tedrica para sua concepcdo parte do reconhecimento do momento histérico de seu
desenvolvimento. A década de 90 era marcada pela forte associacdo entre o alto
consumo de sodio, excesso de peso e abuso de bebidas alcodlicas com o aumento nos
niveis pressoricos, entretanto, era crescente o nimero de achados obtidos em estudos
ecoldgicos, transversais e longitudinais sugerindo que outros fatores dietéticos poderiam
afetar de forma consistente a pressao arterial. A quantidade e tipo de gordura dietética
(Morris et al., 1993), colesterol (Stamler et al., 1997), proteinas (Stamler et a., 1996),
fibras (Witteman et al., 1989) e minerais como potassio (Intersalt Cooperative Research
Group, 1988), célcio (Cappucio et al., 1995) e magnésio (Mizushima et al., 1998) além

do reconhecimento de que dietas vegetarianas estavam associadas com niveis
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presséricos mais baixos (Rouse et al., 1983; Sacks et al., 1988) sugeriam um papel

importante desses nutrientes no manejo da hipertenséo.

Com 1isso, ensaios clinicos avaliando o impacto de variagdes em nutrientes
especificos sobre o0s niveis pressoricos passaram a serem conduzidos. Entretanto, de
maneira geral, os resultados foram controversos. Estudos randomizados de
suplementacdo de célcio apresentaram tendéncia de reducdo da pressao arterial sistdlica,
entretanto nenhum efeito sobre a pressdo diastolica, como evidenciado em meta-analise
conduzida por Bucher e colaboradores (Bucher et al., 1996). Resultados inconsistentes
foram observados entre os estudos que buscaram avaliar o impacto da suplementacao de
magnésio sobre 0s niveis pressoricos. Os maiores ensaios clinicos ndo foram capazes de
demonstrar associacdo entre magnésio e niveis pressoricos (Sacks et al., 1995;
Yamamoto et al., 1995; Sacks et al., 1998). Possivelmente variacfes entre doses, via de
administracdo e populacGes em estudo possam explicar, em parte, as discrepancias
observadas. Nesse sentindo, a fase | do Estudo TOPH (Trials of Hypertension
Prevention) foi incapaz de demonstrar qualquer efeito da suplementacdo de célcio ou
magnésio sobre 0s niveis presséricos em individuos saudaveis (Whelton et al., 1992). O
efeito da suplementacdo de potassio parecia ser controverso. Entretanto, Whealton e
colaboradores, em meta-analise de ensaios clinicos randomizados, caracterizaram o
efeito hipotensor da suplementacdo de potassio tanto para PAS quanto PAD e, em
individuos com elevado consumo de sddio, esse efeito parece ser magnificado

(Whealton et al., 1997)

Os efeitos do consumo de fibras sobre a pressdo arterial também produzia
resultados inconsistentes (Margaretts et al., 1987; Swain et al., 1990), apesar de revisao,

conduzida por He e colaboradores sugerir que a ingestédo de fibras na dieta pudesse levar
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a reducbes modestas nos niveis pressoricos (He et al., 1999). Meta-anélise de ensaios
clinicos mais recentes sugere que a reducao nos niveis pressoricos mediado pelas fibras
seja significativa para pacientes hipertensos (Whelton et al., 2005). Da mesma forma,
estudos que avaliaram o impacto de variagcbes na ingestdo de gorduras totais ou de
diferentes tipos de gorduras produziam os mesmos tipos de resultados apesar de ndo
terem sido avaliadas combinagdes dessas gorduras (Puska et al., 1983; Morris et al.,
1993; Stamler et al., 1997; Aro et al., 1998). Meta-andlise avaliando o impacto do
consumo de proteinas em estudos observacionais e de intervencdo ndo demonstrou
qualquer efeito dessas sobre os niveis pressoricos (Obarzanek et al., 1996). Achados
consistentemente positivos sdo originarios de poucos ensaios clinicos avaliando o
impacto de dietas vegetarianas sobre os niveis presséricos, 0s quais demonstram
reducbes na pressao arterial sistolica entre 5 e 6 mmHg (Rouse et al., 1983; Margaretts

et al., 1986; McDougall et al., 1995).

A discrepéancia entre os resultados dos estudos observacionais e ensaios clinicos
de nutrientes especificos podem ser explicados pela possibilidade de que (1) os efeitos
de nutrientes isolados sejam muito pequenos para serem detectados; (2) a
biodisponibilidade dos suplementos dietéticos possa ser diferente daquela encontrada
nos alimentos; (3) que os nutrientes possuam efeitos sinérgicos quando ingeridos a partir
de fontes alimentares e; (4) que os nutrientes avaliados em estudos observacionais
estejam altamente correlacionados com outros, que possam apresentar efeito sobre os
niveis pressoricos, mas que ndo foram avaliados nos ensaios clinicos (Vogt et al., 1999).
A possibilidade de que efeitos da dieta sobre desfechos de salde ndo possam ser
completamente elucidados através de efeitos de nutrientes especificos constitui a base
tedrica para a concep¢do da Dieta DASH, um padréo alimentar capaz de incorporar 0s

principais nutrientes associados a reducdo dos niveis pressoricos.
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A dieta DASH foi delineada com o propdsito de incorporar nutrientes com
potencial efeito hipotensor, detectados em estudos epidemioldgicos e clinicos; que
contivesse alimentos comumente consumidos ndo suplementados com nutrientes. Em
outras palavras, uma dieta que provesse os beneficios da dieta vegetariana sobre os
niveis pressoricos, mas que ainda contivesse produtos de origem animal em quantidade
suficiente para torna-la palatavel a individuos ndo vegetarianos. Assim, a dieta DASH é
padrdo alimentar caracterizado por ser rico em verduras, frutas, legumes e laticinios com
baixo teor de gordura, incorporando gréos integrais, aves, peixes, nozes e limitando o
consumo de gordura saturada, carne vermelha, doces e bebidas que contenham agucar
(Appel et al., 1997). Em comparacdo com dietas habituais, a dieta DASH contém menor
quantidade de gordura total, gordura saturada e resulta em nivel mais baixo de
colesterol, enquanto prové maior teor de potéssio, célcio, magnésio, fibras e proteina

(Quadro 1).

Quadro 1. Nutrientes essenciais prescritos na dieta controle e DASH (Appel et

al., 1997)

Nutrientes Dieta controle Dieta DASH
Gorduras (% do total de kcal) 37% 27%
Saturadas 16 6
Monoinsaturada 13 13
Poliinsaturada 8 8
Colesterol (mg/dia) 300 150
Potassio (mg/dia) 1700 4700
Célcio (mg/dia) 150 1250
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Magnesio (mg/dia) 165 500

Proteinas (% do total de kcal) 15 18
Carboidratos (% do total de kcal) 48 55
Fibras (g/dia) 9 31
Sodio (mg/dia) 3000 3000

Adaptado de Appel LJ, Moore TJ, Obarzanek E, Vollmer WM, Svetkey LP, Sacks FM, et al. A clinical trial
of the effects of dietary patterns on blood pressure. DASH Collaborative Research Group N Engl J Med

1997, 336:1117-1124.

Estudo DASH e DASH Sodium

O estudo DASH foi um ensaio clinico randomizado multicéntrico delineado com
0 objetivo de comparar o padrdo dietético tipico Americano - com baixo contetdo de
frutas, vegetais, laticinios, minerais essenciais e fibras e com alto teor de gorduras total
e, saturada (dieta controle) - a uma dieta americana enriquecida com frutas e vegetais;
ainda a uma combinacdo de dieta rica em frutas, vegetais, laticinios desnatados e com
teor reduzido de gorduras total e saturada (dieta DASH). O estudo foi conduzido em 459
adultos com em média 44 anos, pressdo arterial sistlica inferior a 160 mmHg e
diastolica entre 80-95 mmHg. Todos os individuos receberam a dieta controle por trés
semanas e ap6s foram randomizados a uma das trés intervencdes por oito semanas.
Todas as refei¢es foram preparadas centralmente para os participantes e cinco refei¢des
por semana eram ingeridas no centro de estudo, sendo que os participantes levavam as
demais para casa. O estudo utilizou alimentos como fonte alimentar dos diferentes
nutrientes. O contetdo de sodio foi similar em todas as dietas. As médias pressoricas na
linha de base foram de 131,3+10,8 mmHg e 84,7+4,7 mmHg, para PAS e PAD
respectivamente (Appel et al., 1997).
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Apos a randomizacdo, houve queda rapida, significativa e sustentada nos niveis
de PAS e PAD tanto na dieta americana enriquecida com frutas e vegetais quanto na
dieta DASH (Appel et al., 1997). A diferenca nos niveis pressoricos na dieta americana
enriquecida com frutas e vegetais quando comparada com a dieta controle foram de -2.8
mmHg (1C97,5%, -4,7 a -0,9; p<0,001) na PAS e -1,1 mmHg (1C97,5% -2,4a-0,3; P =
0,07) na PAD. Entretanto, a PAS e PAD reduziram ainda mais na dieta DASH do que na
dieta americana enriquecida com frutas e vegetais, com uma diferenca de -2,7 mmHg
(1C97,5% -4,6 a 0,9; P = 0,001) e -1,9 mmHg (I1C97,5% -3,3 a -0,6; P = 0,002). Essa
reducdo nos niveis pressoricos com ambas as dietas experimentais ocorreu nas duas
primeiras semanas e, persistiu durante todo o periodo de oito semanas do estudo.
Adicionalmente, ao final do protocolo, 70% dos participantes consumindo dieta DASH
tinham sua pressao controlada contra 45% da dieta americana enriquecida com frutas e
vegetais (Appel et al., 1997). Esse estudo demonstrou que uma dieta rica em frutas e
vegetais é capaz de reduzir significativamente os niveis pressoricos e que, além de maior
ingestdo de frutas e vegetais, a adicdo de cerca de trés porcGes diarias de laticinios de
baixo teor de gordura e ingestdo reduzida de gorduras saturadas e totais resulta em
reducdo nos niveis pressdricos quase 2 vezes maior. Deve salientar-se que, 0s efeitos em

longo prazo dessas dietas ndo foram investigados nesse estudo.

O estudo DASH-Sodium foi delineado para avaliar se a restricdo de sddio teria
efeito adicional sobre a reducdo nos niveis pressoricos induzida pela Dieta DASH
(Sacks et al., 2001). O DASH-Sodium foi um ensaio clinico multicéntrico em que foram
prescritos juntamente a dieta controle e DASH, trés niveis diferentes de sédio dietético:
(1) dieta rica em sddio com base na ingestdo média americana de 3.450 mg de sodio/dia;
(2) dieta intermediéria em sodio com base nas recomendagdes atuais de 2.300 mg de

sodio/dia e; (3) dieta com baixa ingestdo de sddio com 1.150 mg de sddio/dia. Um total
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de 412 individuos foi avaliado em quatro centros de pesquisa (Sacks et al., 2001) e
foram incluidos adultos com idade igual ou superior a 22 anos, com PAS entre 120-159
mm Hg ou PAD entre 80 a 95 mmHg. Todos os participantes receberam uma dieta tipica
americana rica em sédio por periodo de duas semanas, apOs esse periodo, foram
randomizados para receberem dieta DASH ou manutencdo da dieta tipica americana.
Ambos os grupos foram submetidos a cada um dos trés niveis de ingestdo de sddio por
30 dias cada em um ensaio clinico randomizado cruzado (Sacks et al., 2001). Os
desfechos do estudo foram niveis de PAS e PAD em cada um dos diferentes niveis de

sodio. As anélises estatisticas foram realizadas por de intengdo de tratar.

Os resultados indicaram que na dieta controle a ingestdo de sodio intermediaria
em comparacdo a ingestdo elevada, foi associada com a reducdo da pressdo arterial
sistdlica de -2,1 mmHg (1C95 % -3,4 a -0,8; P < 0,001) e de -1,1 mmHg (1C95% -1,9 a -
0,2; P < 0,001) na diastolica. Mesma relacdo foi observada no grupo da Dieta DASH
para pressdo arterial sistolica, onde a ingestdo de sddio intermedidria em comparagédo a
ingestdo elevada também levou uma reducdo de -1,3 mmHg (1C95% -2,6 a 0,0; P <
0,05) e - 0,6 (IC95% -1,5 a 0,2; P = NS) na pressao arterial diastolica. Na dieta controle,
a comparacdo entre consumo intermediario e baixo de s6dio o que se observa é uma
reducdo ainda maior na pressao sistéliva de -4,6 mmHg (1C95% -5,9 a -3,2; P < 0,01) e
de -1,7 mmHg (IC95% -3,0 a -0,4; P < 0,01) na diastélica. Os niveis pressoricos com a
dieta DASH também foram menores com ingestdo de baixo teor de sdédio em
comparacdo com 0s niveis intermediarios de ingestdo de sodio, PAS -1,7 mmHg
(1C95% -3,0 a -0,4; P < 0,01) e PAD de -1,0 mmHg (1C95% -1,9 a -0,1; P < 0,01)
(Sacks et al., 2001). A cada nivel de consumo de sodio 0s niveis presséricos eram

substancialmente inferiores para a Dieta DASH em relacdo a dieta controle. Em ambas
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as dietas, os efeitos hipotensores associados a restricdo de sodio foram maiores nos

individuos hipertensos do que normotensos.

Impacto da dieta DASH na prevencédo da DCV

Considerando-se o papel da hipertensédo na causacdo da DCV, estima-se que 0
impacto da reducédo dos niveis pressoricos obtidos com a dieta DASH deva resultar em
uma reducdo de 15% no risco de doenca arterial coronariana e de 27% no risco de
acidente vascular cerebral (Sacks et al., 2001). Chen et al., avaliaram o impacto da
adogdo a dieta DASH sobre o risco de desenvolvimento de doenca arterial coronariana
em 10 anos, a partir das equagdes de risco de Framingham (Chen et al., 2010). Em
comparagdo com a dieta controle e dieta americanda enriquecida com fruta e vegetais, a
dieta DASH foi capaz de reduzir em 18% e 11% a estimativa de risco de doenga arterial
coronariana em 10 anos, com evidéncia de uma redugéo significativamente maior no
risco em afro-americanos (Chen et al., 2010). Tais resultados incentivaram diversos
estudos prospectivos a avaliar a associacdo entre adesdo ao padrdo alimentar DASH e a

incidéncia de eventos cardiovasculares em diferentes populacdes.

Os beneficios de o padrdo alimentar DASH sobre eventos cardiovasculares sdo
reforgados por dados de mais de 88.000 mulheres do Estudo Nurses Health (Fung et al.,
2008). A melhor qualidade da dieta, definida por uma maior ingestéo de frutas, verduras
e alimentos lacteos com baixo teor de gordura, caracteristico da dieta DASH, foi
associado a uma redugdo de 27% na incidéncia de DCV total e uma redugéo de 34% nos
eventos cardiovasculares fatais (Fung et al., 2008). Ainda o impacto da dieta DASH foi
mais pronunciado em mulheres que estdo em maior risco para DCV, como fumantes,
obesas, hipertensas e sedentarias (Fung et al., 2008). Andlise transversal de subgrupo

sugeriu que o quintil mais alto de adesdo a Dieta DASH também estava associado a
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menores niveis plasmaticos de PCR (P = 0,008) e IL-6 (P = 0,04), apds ajuste para
variaveis confundidoras (Fung et al., 2008). Em coorte sueca, com seguimento de sete
anos, Levitan e colaboradores, demonstraram que entre as mulheres com maior adesao
ao padrdo alimentar DASH havia redugdo em torno de 37% (1C95% 0,48 — 0,81; P =
0,006) no risco de insuficiéncia cardiaca, apOs ajuste para outros fatores de risco
(Levitan et al., 2009). Relacdo semelhante foi relatada em homens, com 45 a 79 anos,
onde uma redugdo em torno de 22% no risco de insuficiéncia cardiaca foi observada

para aqueles no quintil mais alto de adesdo a dieta DASH (Levitan et al., 2009?).

Entretanto, alguns estudos ndo foram capazes de confirmar tais achados. Folsom
et al., buscaram avaliar a associacdo entre o grau de adesdo a dieta DASH e incidéncia
de hipertensdo e mortalidade por DCV em 20.993 mulheres entre 55-69 anos, arroladas
em coorte de lowa (Folson et al., 2007). Apo6s seguimento de 16 anos, as mulheres no
quintil mais alto de adesdo a dieta DASH apresentaram reducdo em torno de 23% no
risco de mortalidade por DCV (IC95% 0,52-0,86; P = 0,01). Entretanto, tal associacao
ndo foi mantida ap6s ajuste para outros fatores de risco, sugerindo que a concordancia
com o padréo alimentar DASH em longo prazo nédo se associou, de forma independente,
com reducdo na incidéncia de hipertensdo ou mortalidade por DCV nessa populacdo
(Folson et al., 2007). Da mesma forma, Parikh e colaboradores, avaliando a associacao
entre dieta e mortalidade em 5.532 adultos com hipertensdo no 11l National Health and
Nutrition Examination Survey, demonstraram que uma dieta tipo DASH estava
associada com menor risco de mortalidade por todas as causas (HR = 0,69; 1C95% 0,52
a 0,92; P =0,01) e morte subita (HR = 0,11; 1C95% 0,03 a 0,47; P = 0,003) (Parikh et al.
, 2009). Entretanto, o risco para mortalidade por DCV ndo atingiu significancia

estatistica (HR=0,92; 1C95% 0,63 a 1,35; p=0,67) (Parikh et al. , 2009).

57



Contudo, metanalise recentemente publicada por Salehi-Abargouei e
colaboradores, avaliando o impacto da adocéo de dieta tipo DASH sobre a incidéncia de
DCV em estudos de coorte, incluindo um total de 144.337 individuos, confirmou a
hip6tese de que a adocdo de padrdo alimentar tipo DASH reduz a incidéncia de DCV em
diferentes populactes (Salehi-Abargouei et al., 2013). O padrdo alimentar tipo DASH
pode significativamente reduzir o risco de DCV em 20% (RR = 0,80; 1C95% 0,74-0,86;
P < 0,001); doenca arterial coronariana em 21% (RR = 0,79; 1C95% 0,71-0.88; P <
0,001); acidente vascular cerebral em 19% (RR = 0,81; 1C95% 0,72-0,92; P < 0.001) e
insuficiéncia cardiaca em 29% (RR = 0,71; 1C95% 0,58-0,88; P < 0.001). Além disso,
associacao linear inversa e significativa entre adesdo a dieta DASH e desfechos
cardiovasculares combinados foi obtido (Salehi-Abargouei et al., 2013). Apesar de 0
efeito hipotensor da dieta DASH ser mencionado como a principal caracteristica na
prevencdo de DCV (Bhupathiraju & Tucker, 2011), diversos ensaios clinicos tém
proposto mecanismos adicionais para os efeitos da dieta DASH sobre outros fatores de
risco para DCV como glicemia em jejum, hemoglobina glicada, colesterol total e
lipoproteina de baixa densidade (LDL)-colesterol (Azadbakht et al., 2011; Lien et al.;
2007), inflamacdo (Azadbakht et al., 2011a), e niveis de homocisteina (Appel et al.,

2000).

Mecanismos de Acdo envolvidos nos efeitos da Dieta DASH

Postulados mecanismos para os efeitos da dieta DASH sobre desfechos
cardiovasculares tem se concentrado naqueles potencialmente envolvidos na mediagao
de efeitos hipotensores. Svetkey e colaboradores em sub-estudo aninhado ao Estudo
DASH original, observaram que individuos que apresentem polimorfismo G-6A para o

gene da Angiotensina, genétipo associado a estimulacdo do sistema-renina-angiotensina
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(SRA), parecem mais responsivos a dieta DASH, sugerindo a participacdo do SRA na
resposta hipotensora induzida pela dieta, de forma independente da inducdo de
alteracbes na enzima conversora de angiotensina (Svetkey et al.,, 2001). Em
concordancia com essa observacdo, Akita e colaboradores sugeriram que a dieta DASH
deva exercer efeito natriurético com base na andlise da inclinacdo da curva presséo-
natriurese obtida a partir dos resultados do Estudo DASH-Sodium (Akita et al., 2003).
Tais observacgdes tém levado outros autores a sugerirem que a Dieta DASH possa ser
capaz de levar a reducédo do tdnus adrenérgico como evidenciado pela modulacdo génica
do polimorfismo no gene para receptor f2-adrenergico sobre os efeitos da dieta DASH

(Sunetal., 2010).

Entretanto, estudo recente conduzido por Lin e colaboradores sugeriu que a
reducdo na pressao arterial induzida pela dieta DASH estava associada ao aumento na
biodisponibilidade de NO e, possivelmente seu efeito sobre o tdnus vascular (Lin et al.,
2012). As analises ndo evidenciaram efeitos natriuréticos, supressao do sistema renina-
angiotensina-aldosterona ou mesmo reducdo do tdénus adrenérgico (Lin et al., 2012).
Contudo, os potenciais efeitos do NO sobre a funcao endotelial ndo foram refletidos em
melhora da funcdo vascular periférica, definida pela auséncia de melhor na resposta
vasodilatadora mediada por endotélio em individuos normotensos apds 30 dias de
intervencdo (Hodson et al., 2010). Esses achados associados a modificacdes na
variabilidade da frequéncia cardiaca confirmam evidéncias anteriores, sugerindo que 0s
efeitos da dieta DASH na pressdo arterial parecem ser mediados por mecanismos
autondémicos e cardiacos mais do que por alteracbes na funcdo vascular periférica

(Hodson et al., 2010).
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O alto teor de potéassio, célcio, magnésio e fibras presentes da dieta DASH tém
sido utilizados para explicar os efeitos hipotensores. Se por um lado, evidéncias para tal
relacdo sdo observadas quando comparadas a magnitude da redugdo nos niveis
presséricos no Estudo DASH (Appel et al., 1997) e em ensaios clinicos de
suplementacdo de potassio (MacGregor et al., 1982; He et al., 2005), argumento para 0s
efeitos derivados dos demais nutrientes tem perdido for¢a. Meta-anélise conduzida por
Jee e colaboradores ndo conseguiu determinar efeitos significativos para as estimativas
combinadas com reducdo de -0,6 mmHg (IC95% 2,2 a 1,0) na PAS e de 0,8 mmHg
(IC95% 1,9 a 0,4) na PAD (Jee et al., 2002). Em meta-anélise de 24 ensaios clinicos
randomizados de suplementacdo de fibras (dose média de 11,5 g/dia) ndo foi observada
mudancgas significativas na PAS —1,13 mmHg (1C95%—-2,49 a 0,23) ou na PAD de —1,26
mmHg (1C95% 2,04 a —0,48) (Streppel et al., 2005). De acordo com isso, estudo
conduzido em pacientes obesos mostrou que a redugé@o na pressao arterial induzida pela
Dieta DASH nesses pacientes foi independente do teor de potassio, magnésio, e fibras
associadas a dieta (Al-Solaiman et al., 2007). Tais evidéncias trazem a tona a discussdo
sobre potenciais efeitos derivados de outros nutrientes como, fibras soltveis, folato,
vitamina C, e fitoquimicos, tais como flavondides, carotendides, e fitoesterdis (Most,
2004), que deveriam resultar em aumento na capacidade antioxidante, podendo assim
exercer efeitos ndo somente na redugdo da pressao, mas também sobre o perfil lipidico,

sensibilidade a insulina e reducéo estresse oxidativo (Lopes et al., 2003).

Entretanto, ainda ndo foi avaliado mecanismo pelo qual, pelo menos parte, 0s
efeitos benéficos da dieta DASH poderiam levar a redugdo significativa na ingestdo de
AGEs. Essa possibilidade parte da premissa de que os principais alimentos preconizados
na dieta DASH possuem gquantidades naturalmente menores de AGEs, sendo, em sua

maioria menos suscetiveis a producdo de AGEs adicionais durante o preparo. Além
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disso, a dieta tipo DASH preconiza consumo de menores quantidades de gorduras totais
e saturadas que representam fontes de AGEs. Com isso, a adocdo de padrdo dietético
DASH poderia levar a restricdo do consumo de AGEs, acarretando beneficios adicionais

sobre a inflamacdo e disfuncdo endotelial associadas a hipertensdo e risco de DCV.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adesdo a dieta tipo DASH sobre os niveis plasméticos de

AGEs e marcadores de inflamagdo vascular e sisttmica em pacientes com pré-

hipertensao e hipertenséo arterial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um escore orientado pela hipdtese para avaliacdo de
adequacdo a dieta DASH a partir da frequencia de consumo de grupos
alimentares;

Definir a validade e confiabilidade desse escore, bem como, sua
associacdo com niveis pressoricos em individuos hipertensos;

Avaliar o papel dos AGEs como mediadores da associacdo entre dieta
DASH e marcadores de inflamacao vascular (VEGF, e-seletina, SICAM e
sVCAM) em pacientes com pré-hipertensdo e hipertensao arterial.
Avaliar o papel dos AGEs como mediadores da associacdo entre dieta
DASH e marcadores de inflamacéo sistémica (TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-
10) e Adiponectina em pacientes com pré-hipertensdo e hipertensdo

arterial.
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ARTIGO 1

DESENVOLVIMENTO DE UM ESCORE PARA AVALIACAO DE DIETA TIPO
DASH BASEADO NA FREQUENCIA DE CONSUMO DE GRUPOS

ALIMENTARES

DEVELOPMENT OF A SCORE FOR ASSESSMENT OF DASH-TYPE DIET BASED

ON FREQUENCY OF FOOD GROUP INTAKE

Francisca Mosele, Doutoranda em Epidemiologia pela UFRGS;

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS)

A ser enviado ao “Journal of the Academy of Nutrition and Dietetics”.

Este artigo descreve o desenvolvimento de um Escore orientado pela hipotese para
avaliacdo de adequacdo a dieta DASH a partir da andlise direta da frequencia de
consumo de grupos alimentares. Os resultados obtidos demonstram que FG-DASH

Score apresenta validade de constructo e concorrente além de confiabilidade

especialmente em pacientes hipertensos.
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ABSTRACT

Background: Several studies have proposed scores to assess DASH diet adequacy in

population however none does so directly from the frequency of food consumption.

Objective: To describe the development of a score based on the hypothesis to evaluate
the adherence to DASH eating pattern from the analysis of the food group frequency of
consumption and their ability to associate with blood pressure levels in hypertensive

patients.

Design. Score DASH of food groups consumption frequency (FG-DASH Score) created
based on the DASH diet recommendations using the frequency of consumption as a
surrogate to the number of servings. The score evaluates seven food groups. Score of 10
was given when assigned recommendation reached, scored consumption

proportionately.

Participants/setting. Hypertensive patients of the PREVER Treatment trial.

Main outcome measures. Construct validity, concurrent validity, reliability, and

association with blood pressure levels.

Statistical analyses performed. Validity by the comparison of results obtained for FG-
DASH Score and other DASH Scores on 7 days of the DASH Eating Plan with One-
way-ANOVA and Bonferroni. Percentiles used to assess distribution of the FG-DASH
score. Concurrent criterion-related validity assessed by means of t-tests or ANOVA in
subgroups of individuals. Internal consistency reliability assessed with Cronbach's alpha

coefficients. Association between FG-DASH score quartiles and blood pressure levels
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assessed by means of a general linear model adjusted for gender, age, antihypertensive

therapy, and BMI.

Results. Average adequacy of FG-DASH Score was >90% for the menus. Significantly
lower mean FG-DASH scores in men than women and among older individuals than
younger ones. All sub-items are directly related to the total score. Non-standardized
Cronbach'’s alpha coefficient was 0.52. Significant association between quartiles of FG-

DASH Score and blood pressure maintained after adjusting for confounding variables.

Conclusions. FG-DASH score has construct and concurrent validity, as well as

reliability, particularly in hypertensive patients.
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INTRODUCTION/BACKGROUND

The Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH diet) is rich in fruits,
vegetables, and low-fat dairy foods; allows moderate intake of whole grains, poultry,
fish, and nuts; and limits intake of saturated fats, red meat, sweets, and sugar-sweetened
beverages.! This dietary pattern results in a lower total fat, saturated fat, and cholesterol
content and increased potassium, calcium, magnesium, fiber, and protein content. 2 In
addition to proven efficacy in reducing blood pressure,** the DASH diet is inversely
associated with risk of coronary artery disease,* cardiovascular disease,® heart failure,’

and cardiovascular mortality.’

Evaluation of associations between DASH-type diets and clinical outcomes
outside the American setting depends on the availability of operational tools for dietary
assessment.® These tools often use scores to determine dietary quality on the basis of
DASH diet recommendations.>”*!° The methodologies most commonly adopted for this
purpose are based on dietary patterns identified through the hypothesis-oriented or
exploratory methods.™ Scores such as the DASH Diet Index,” DASH Adherence Score,’
and Constructed DASH Score'® are based on the hypothesis-oriented method.
Conversely, development of the DASH Score proposed by Fung et al.” relied on the

exploratory method.

In all of these scores, assessment of compliance with the DASH-type diet is

based on data on the number of servings consumed®’°*°

and, in some cases, on
macronutrient and micronutrient analysis.>’ However, obtaining information on portion
intake does not contribute to the validity of food frequency questionnaires (FFQs),"

which suggests the possibility of streamlining data collection. Therefore, a DASH-type

diet score that does not rely on portion intake and is instead based on food groups could
97
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provide several advantages for use both in epidemiological studies and in clinical
practice. The present study sought to develop a hypothesis-oriented score to assess
adherence to a DASH-type diet by evaluating the frequency of food group intake. In
addition, we sought to determine the validity and reliability of this score, as well as its

potential association with blood pressure levels in individuals with hypertension.

MATERIALS AND METHODS

Development of the DASH Food Group Frequency score (FG-DASH score)

The DASH Food Group Frequency score (FG-DASH score) was developed on
the basis of the recommendations set forth in the original DASH study,* using daily or
weekly intake frequency in lieu of the recommended number of servings. Frequency of
intake was calculated by the product of the reported daily frequency by the number of
days per week in which the corresponding food group was consumed - weekly intake -

and daily intake frequency by the ratio of weekly reported intake divided by seven.

This score quantitatively assessed the intake frequency of the seven food groups
in the DASH diet: (1) dairy products; (2) fruits; (3) vegetables; (4) grains; (5) nuts and
legumes; (6) meats; (7) oils and fats. Table 1 provides detailed information on the score
components and criteria. To better reflect the DASH diet recommendations,” the dairy,
grain, meat, and fat composition of the diet was assessed by two components: one
quantitative, obtained as the absolute intake frequency, and one qualitative, derived from
the proportional intake of nonfat dairy products, whole grains, white meats, and
vegetable fats. In addition, this model of assessment was applied for the nuts and

legumes group since beans are the main legume consumed in Brazil (per capita
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consumption of 16.5 kg/person/year).*® The evaluation of legumes and nuts based on the

total consumption would not discriminate the variation in intake of nuts.

Scoring system

A scoring system was created by assigning equal weight to the components of
the DASH diet. Therefore, each food group could be assigned a maximum score of 10
points if intake met or exceeded the DASH diet recommendations; lower intake
frequencies were scored proportionally. If the DASH diet recommendation corresponded
to an intake restriction, reverse scoring was applied. The score attributed points for the
frequency of intake of recommended items and removed points for the frequency of
intake of those items that should be restricted. For positively keyed items, the score is
given as the ratio between the product of the reported frequency by the maximum item

score and the maximum recommended frequency, as described below.

Score = (Reported frequency * Maximum score)

Maximum recommended frequency

For negatively keyed items, we first calculated the smallest variation in intake
frequency that would lead to a 0.1-point increment. To do so, we determined the delta
variation between the highest and lowest recommended frequency and divided the

resulting figure by the absolute number of possible points to one decimal place.

Frequency variation = (upper recommended intake — lower recommended intake)

Absolute number of possible points

The score was then defined as the product of the reported frequency multiplied

by 0.1 points divided by the smallest variation in frequency.
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Score = (Reported frequency * 0.1 points)

Frequency variation

The results of individual scores for the seven components were then added to
obtain a measure of overall adherence to the DASH diet, which could range from 0 to 70

points.

Construct validity

To ascertain construct validity, we assessed a 7-day sample of the 2000-kcal
DASH Eating Plan as developed by the U.S. National Heart, Lung, and Blood
Institute.** We compared FG-DASH scores to those obtained with the DASH Diet
Index,” DASH score,” DASH Adherence Score,’ and Constructed DASH Score.™ These

scores were briefly described below and details can be obtained elsewhere.

DASH DIET INDEX. A score developed to evaluate agreement between a DASH
dietary pattern and reduced incidence of hypertension and cardiovascular mortality in
20,993 female participants of the lowa Women’s Health Study (IWHS) aged 55 to 69.’
In the present study, the 11 components of the DASH Diet Index were weighted and
summed to yield a final score. The original DASH diet recommendations on number of
servings were used to establish score cut-off points for each component.! The maximum
score for each component was 1 point, and the maximum sum score was 11 points. A
full point (1) was assigned to participants consuming the recommended number of
servings, a partial point (0.5) was given for intermediate intake, and no points (0) were
given for total intake of dairy products, fruits, vegetables, grains, whole grains, nuts,

seeds, and legumes far less than the recommended level. Reverse scoring was applied
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for food and nutrient groups where restricted or no intake was recommended, such as

red meats, poultry, fish, sweets, sodium, percent total fat, and saturated fatty acids.’

DASH SCORE. This scoring system was based on quintiles established according to
intake ranking, developed to assess the association between adherence to a DASH-type
diet and incidence of nonfatal acute myocardial infarction, cardiovascular mortality, and
stroke in 88,517 female participants of the Nurses Health Study (NHS), aged 34 to 59.°
In the present study, we compiled the distributions of servings of the food groups
described in the DASH Eating Plan menus™ to establish quintiles. Eight components
were scored for a possible total of 40 points. Scores ranged from 5 (highest quintile) to 1
(lowest quintile) for whole grains, vegetables (excluding potatoes), fruits, and low-fat
dairy foods, and from 1 (highest quintile) to 5 (lowest quintile) for intake of sodium,

sweets, sugar-sweetened beverages, and red or processed meats.’

DASH ADHERENCE SCORE. This score to assess the association between DASH diet
adherence and hypertension in 2,830 patients, aged 10 to 22, with diabetes mellitus type
| or 11, enrolled in the SEARCH for Diabetes in Youth Study.? Adherence to the DASH
diet was assessed using eight food groups (dairy products, fruits, vegetables, grains,
meat, nuts/seeds/legumes, fats/oils, and sweets). For each food group, a maximum score
of 10 could be assigned when intake met the recommended level. Lower intakes were
scored proportionally. Reverse scoring was applied to the meat, fats/oils, and sweets
food groups. Scores for the eight isolated components were added to obtain the DASH

Adherence Score, which ranged from 0 to 80.°

CONSTRUCTED DASH SCORE. This score was designed to assess the association
between adherence to the DASH diet and incidence of diabetes mellitus in a case-cohort

study of 22,277 participants in seven countries, within the European Prospective
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Investigation into Cancer and Nutrition study.™ The score was based on points assigned
to the eight food groups covered by the DASH diet: dairy products, fruits, vegetables,
grains, red meat/poultry/fish, nuts/seeds/legumes, fats/oils, and sweets. Scores of 0 to 10
were assigned for each of the dietary components (10 points when recommendations
were fully met and O points for lowest adherence to recommendations). The final score
ranged from 0 to 80 points. Grains and dairy products were divided into two items: one
assessing absolute intake and the other assessing the fiber content of grains or the fat

content of dairy products.™

Score applicability

Score variation, score discriminant validity, and potential association of the
score with blood pressure levels at baseline were assessed in participants of the
PREVER Treatment trial, enrolled for the lifestyle modification phase, prior to
randomization, in 21 centers across Brazil. Additional information is available
elsewhere.’® Briefly, hypertensive patients (with systolic blood pressure 140—-159 mmHg
or diastolic blood pressure 90-99 mmHg), aged 40 to 70 years, were advised to adopt a
healthy lifestyle as recommended by the American Heart Association
recommendations.’® After 12 weeks, patients were reassessed for adherence to lifestyle

modification and change in blood pressure levels.

Food intake was assessed by means of a food group frequency questionnaire
(FGFQ), administered by trained interviewers. The instrument comprises 40 items
corresponding to different foods. Participants were asked on how many days during the
past week they had consumed each of the listed foods and how many times they had

consumed them on each day, without quantifying the number of servings.
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The list of foods included in the instrument was developed using data from a
cross-sectional, population-based food intake study representative of the population of
Porto Alegre, Brazil.'” Items were clustered into food groups by similarity. Selection of
foods for inclusion was then based on the individual contribution of each food to total
intake of the corresponding food group, using a cutoff point of 90%.® Identification of
individual items was tested in participants from 21 centers across Brazil, with adaptation

for regional food consumption habits as needed.

Statistical analyses

Analyses were conducted in Statistical Package for the Social Sciences version
19 (SPSS Inc., Chicago, IL), and statistical significance was defined by P value <0.05.
Construct validity was assessed by standardization of all scores concerning the number
of points in each group (dairy products, fruits, vegetables, grains, meats,
nuts/seeds/legumes, fats/oils) and the total score. For each score, percent adherence was
calculated proportionally to the maximum score that could be achieved for each
component. One-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni correction was

used to identify differences between the FG-DASH Score and other scores.

Percentiles were used to assess the percentile beyond which no additional

discrimination resulted for the FG-DASH total score.

The concurrent criterion-related validity of the FG-DASH score was assessed in

subgroups of individuals known to have different dietary patterns.*®

Mean consumption of a DASH-type diet was compared between men and
women and across age groups — 40 to 49, 50 to 59, and 60 to 70 years — by means of t-

tests or ANOVA. The internal consistency reliability of the score was assessed with
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Cronbach's alpha coefficients.”> The association between FG-DASH score quartiles and
blood pressure levels was assessed by the general linear model (GLM) adjusted for
gender, age, antihypertensive therapy, and BMI. Results were expressed as mean and

standard deviation.
RESULTS

The FG-DASH score ranged from 59.3 to 69.2 points (mean, 66.0£3.6 points).
Table 2 describes individual component scores and the total scores for DASH Eating
Plan menus'* as obtained with the FG-DASH score, DASH Diet Index, DASH Score,
DASH Adherence Score, and Constructed DASH Score. On individual component
analysis of the FG-DASH Score, the scores were higher for intake of dairy products,
legumes and nuts, and fats. FG-DASH scores for consumption of fruits, vegetables, and
grains were lower than those obtained with all other scoring systems, except for the
DASH score. Conversely, the FG-DASH score indicated greater adherence of meat and
fat intake as compared to the other scores. As shown, all scores indicated adherence

above 92%, except for the DASH Score.

As shown in Table 3, the analysis of dietary intake among hypertensive patients
yielded a wide range of individual component scores and total scores. Total scores
ranged from 21.4 (1% percentile) to 61.3 (99" percentile). For nearly all individual
components, the 1st percentile had a score of zero, consistent with no consumption of
the corresponding food, whereas beyond the 90" percentile, maximum scores were
observed (except for grains, fruits, and meat). Maximum scores were achieved by at
least 1% of the population on all FG-DASH score groups, except for the grains group.

The dairy products, grains, and legumes groups had scores of zero up to the 25"
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percentile for qualitative components, but no such finding was observed on analysis of

quantitative components.

Assessment of concurrent criterion validity (Table 4) showed significantly lower
mean FG-DASH scores in men (34.9 + 8.9) than in women (38.4 + 8.9). Similar
differences were observed for all individual components, except in the nuts and legumes
group. Most individual component scores increased with age, except in the fruits,
vegetables, and nuts/legumes groups. Despite significant differences in scores for some
food groups, no such differences were observed on sub-item analysis. Total FG-DASH
scores were significantly higher among older individuals (38.6 + 8.8) than among

younger ones (35.5 £ 9.0).

Correlations between FG-DASH score component sub-items and total scores are
shown in Table 5. As shown, all sub-items were positively correlated to the total score.
Correlations between component sub-items and the total score ranged from 0.12 for
whole grains to 0.61 for fruits. The highest correlations with total score were obtained
for qualitative components and for the core items in DASH-type diets, such as fruits and
vegetables. The non-standardized Cronbach's alpha coefficient for the FG-DASH score

was 0.52 (standardized, 0.51).

To determine the association of the FG-DASH score with blood pressure levels,
dietary records of 1,325 hypertensive individuals were evaluated and the FG-DASH
Score total categorized into quartiles of adherence. Although individuals classified into
the top quartile had 61% adherence, significant differences were observed on
comparison with the bottom quartile both for systolic blood pressure (137.90+£10.38 vs.
133.58+11.76 mmHg; P<0.001) and for diastolic blood pressure (86.60+7.70 vs.

82.75£8.32 mmHg; P<0.001). The mean differences observed between the extremes of
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classification, although small, remained significant even after control for confounding
factors such as age, sex, antihypertensive treatment, and body mass index (BMI) (Figure

1).
DISCUSSION

The present study showed that the FG-DASH score achieved an adequacy rate
similar to that obtained with the other scores, except the DASH score, which suggests
ability to detect a theoretically high-quality diet. The quantitative distribution of the FG-
DASH score items demonstrated achievement of maximum scores beyond the 90"
percentile and near-zero scores at the lowest percentiles. Analysis of qualitative
components showed scores above zero beyond the 50" percentile for the majority of
food items. The FG-DASH score also shown differences between men and women and
age groups, which is indicative of concurrent criterion validity. The interquartile range
of FG-DASH scores was significantly and independently associated with lower systolic

and diastolic blood pressure levels.

The mean percent adherence to the DASH diet as assessed with the FG-DASH
score exceeded 90%, a rate similar to those observed with the DASH Diet Index, the
DASH Adherence Score, and the Constructed DASH Score, all of which were
developed using the hypothesis-oriented method.”**° This result seems to confirm that
taking the number of servings consumed into account does not add discriminant
ability.> Conversely, frequency of food group intake did not achieve the maximum
scores for fruits, vegetables, and grains, although it did not significantly reduce the

overall performance of the FG-DASH score.
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The score developed by Fung et al.> was based on the exploratory method
through factor analysis, enabling data reduction and classification of individuals in terms
of proximity to an overall standard.** Although it summarizes dietary intake, the main
limitation of this score is that the results were dependent on the studied population.
Therefore, even if one identifies the main dietary patterns of the study population, these
patterns will not necessarily represent an optimal dietary pattern. The development of a

hypothesis-oriented instrument overcome these disadvantages.*

A food intake frequency-based score was adopted for a cohort study conducted
in 27 U.S. cities, which identified an inverse association between dietary quality and all-
cause mortality in women.?? Diet quality was characterized by development of a
Recommended Foods Score, calculated as the sum of 23 food items selected from a 62-
item food frequency questionnaire. Each item was scored dichotomously, with the
maximum score (1 point) assigned to items consumed at least once a week, for a
maximum possible score of 23 points. The same method was used to define diet quality
in an analysis of National Health Interview Survey data.?® Unlike the scores proposed by
Kant el al.,?**® the present study compared dietary intake frequency to a reference
standard, which enabled detection of gradual differences in consumption of individual
dietary components and their contribution to the establishment of an overall dietary

pattern.

The percentile distribution observed for the FG-DASH suggests that this scoring
system is sensitive enough to detect significant differences in dietary quality. The results
of the present study agree with the findings of a previous investigation which showed
that men consumed qualitatively worse diets than women. The linear association of

quality diet with ageing was also observed.'® The ability of the FG-DASH score to
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discriminate groups of individuals who are known to differ in terms of dietary quality
suggests that the score has concurrent validity. The results obtained for the FG-DASH
score were similar to those reported in analyses of the validity and reliability of the
Healthy Eating Index-2010 (HEI-2010).* In previous studies, internal consistency

226 and in others higher® Cronbach's alpha coefficients than

across items had lower
those observed in the present study. Classification of individuals into quartiles of
adherence to the DASH-type diet and assessment of their association with blood

pressure shown an inverse association, with a mean difference across extreme quartiles

of similar magnitude to the difference observed in a clinical trial of effectiveness.?’

Some limitations should be taken into account when using the score described
herein. This score was developed as part of the methodology designed for a randomized
clinical trial, and the studied population was a subgroup of highly cooperative
individuals. This analysis was performed in the data collected at the screening
enrollment for the study, previously to implement the lifestyle intervention. Therefore,
the dietary assessment is unlikely to be biased toward the recommendations to follow a
DASH-type diet. Use of an instrument based on food groups instead of individual food
items could lead to underestimation of intake of less frequently consumed items.
However, as information was provided for the food group as a whole, another item
reported in the same group could serve as a valid substitute. Such instruments were not
developed to estimate energy intake, but rather to assess variations in intake of different

food groups and adequacy of the dietary pattern as compared to a DASH-type diet.

CONCLUSION

In conclusion, the present study described the development of a score to assess

adherence to intake of a DASH-type diet. The FG-DASH score has both construct and
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concurrent validity, as well as reliability, particularly in hypertensive individuals. The
simplicity of this instrument as a means of obtaining information on food group intake,
regardless of the number of servings consumed, makes it useful both for clinical practice
and for use in public health settings, e.g., for the assessment of dietary intervention to

prevent and control hypertension.
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Table 1. Components of the FG-DASH Score

Food group Maximum  Frequency of minimum score Frequency of maximum score
score

Fruits 10 0 times/day > 4 times/Day

Vegetables 10 0 times/day > 4 times/Day

Dairy products 10

Total 5 0 times/day > 2 times/Day

Low-fat 5 0% of frequency of all dairy > 75% of frequency of all dairy

products consumed products consumed

Grains 10

Total 5 0 times/Day > 6 times/Day

Whole grains 5 0% of frequency of all grains > 50% of frequency of all grains
consumed consumed

Nuts and legumes 10

Total 5 0 times/week > 4 times/week

Nuts 5 0% of frequency of all nuts > 25% of frequency of all nuts
consumed consumed

Meats 10

Total 5 < 2 times/Day > 4 times/Day

White meats 5 0% of frequency of all meats > 75% of frequency of all meats
consumed consumed

Oils and fats 10

Total 5 < 3 times/Day > 6 times/day

Vegetable oils 5 0% of frequency of all oilsand > 75% of frequency of all oils and

fats consumed

fats consumed
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Table 2. Calculated scores for DASH Eating Plan menus, as obtained with the FG-DASH score, DASH Diet Index, DASH Score, DASH Adherence

Score, and Constructed DASH Score with individual component scores and total scores.

Score component

FG-DASH score

DASH Diet Index

DASH score

DASH Adherence Score

Constructed DASH Score

Fruits**

Vegetables**

Dairy products**

Total

Regular

Low-fat

Grains**

Total

Whole grains

Nuts and legumes**
Total

Nuts

Meats**

Total

9.64 +0.10 (10)

8.93 + 1.34 (10)

10.00 + 0.00 (10)
5.00 + 0.00

5.00£0.00

8.59 + 0.64 (10)
3.69 +0.81
4.89+0.28

10.00 + 0.00 (10)
5.00 + 0.00
5.00 + 0.00

9.05 + 1.88 (10)

5.00 £ 0.00

1.00 + 0.00 (1)
1.00 +0.00 (1)

1.00 +0.00 (1)

0.71 £0.39 (1)
1.00 +0.00 (1)

1.00 +0.00 (1)

0.86 +0.24 (1)

3.43 £ 1.40 (5)

4.00 + 1.15 (5)

3.29 + 1.60 (5)

3.29 + 1.60 (5)

3.29 + 1.89 (5)

2.71 +1.80 (5)

10.00 + 0.00 (10)

10.00 + 0.00 (10)

10.00 + 0.00 (10)
5.00 + 0.00

5.00+£0.00

9.64 + 0.65 (10)
4.64 + 0.65
5.00 + 0.00

10.00 + 0.00 (10)

7.14 +1.73 (10)

10.00 + 0.00 (10)
10.00 + 0.00 (10)
10.00 + 0.00 (10)

5.00 £ 0.00

5.00 + 0.00
9.64 + 0.65 (10)
4.64 +0.65
5.00 + 0.00

10.00 + 0.00 (10)

7.14 + 1.73 (10)
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White meats
Sweets

Oils and fats
Total
Vegetable oils
Total fat
Saturated fat
Sodium

Total score

% Adherence**

4.05+1.89
10.00 + 0.00 (10)
5.00+0.00

5.00+0.00

65.97 + 3.62 (70)

94.24 +5.16

1.00 £ 0.00 (1)

1.00 + 0.00 (1)
1.00 + 0.00 (1)

0.64 +0.24 (1)

10.21 + 0.64 (11)

92.86 +5.78

5.00 + 0.00 (5)

5.00 % 0.00 (5)

29.86 + 4.26 (40)

74.65 +10.65

10.00 + 0.00 (10)

9.76 + 0.64 (10)

76.54 % 1.95 (80)

95.68 +2.44

10.00 + 0.00 (10)

9.76 + 0.64 (10)

76.54 + 1.95 (80)

95.68 + 2.44

** Significant difference (p <0.01) for comparison of percent adherence, defined by the maximum score for each individual group and by the total

score, between the DASH Score and the other scores.
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Table 3. Percentile distributions of individual components and calculated total score, estimated by FG-DASH score analysis

Percentiles
Component 1" 5 10" 25™ 50™ 75" oo™ 95" o9™
Fruits 0.00 0.15+0.18 1.22+0.39  2.54+0.22  4.40+0.70 6.53+0.90  8.48+0.58 10.00 10.00
Vegetables 0.00 0.00 0.30£0.54  2.91+0.65 4.36x0.15  5.31+0.83 10.00 10.00 10.00
Dairy 0.00 0.36+0.00 1.36x0.52  3.28+0.72  5.18+0.34  7.72+0.65  9.26%0.34 10.00 10.00
Total 0.00 0.36x0.00 1.38x0.52  2.76x0.29  3.97+0.40 5.00 5.00 5.00 5.00
Low-fat 0.00 0.00 0.00 0.00 0.22+0.56  3.62+0.65 5.00 5.00 5.00
Grains 1.20+0.19  1.70+0.09 2.12+0.16  2.90+0.31  4.54+0.72  6.49+0.47  7,712+#0.19  852+0.41  9.89+0.21
Total 0.97+0.12  1.33#0.10 1.75+0.13  2.28+0.19  2.80+0.16 3.50+0.20  4.14+0.16  4.677+0.13 5.00
Whole 0.00 0.00 0.00 0.00 0.51£0.90  3.97+0.50 5.00 5.00 5.00
Nuts and Legumes 0.00 0.51+0.62 3.11+0.63  5.00+0.00  5.11+0.42  8.34+0.73 10.00 10.00 10.00
Total 0.00 0.57+0.63  3.13%0.67 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Nuts 0.00 0.00 0.00 0.00 0.79+0.62  3.95+0.41 5.00 5.00 5.00
Meat 2.05+0.67 3.63+0.37 4.53+0.21 5394043  6.94+045 8.46+0.43  9.59+0.15 10.00 10.00
Total 1.1240.85 2.69+0.18  4.05+0.49 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
White 0.00 0.00 0.05+0.13  0.93%0.28  2.16+0.45  3.79+0.52 5.00 5.00 5.00



Fats and oils 5.00+0.00 5.00+0.00 5.77+0.86  8.73+0.64  9.81+0.07 10.00 10.00 10.00 10.00

Total 2.94+0.25 4.28+0.56 - 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Vegetable oil 0.00 0.00 1.02+1.14  3.84+0.57  4.86+0.06 5.00 5.00 5.00 5.00
Total Score 21.38+1.22 24.92+0.97 28.72+1.32 33.72+1.59 39.85+1.86 45.88+1.81 50.79%1.03 55.68+2.01  61.34+1.57
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Table 4. Mean estimates of individual components and total scores from the FG-DASH score in adults aged > 40 years, by gender and age group.

Gender Age (years)
Components P-value P-value
Women (n=762) Men (n=563) 40-49 (n=434) 50-59 (n=517) <60 (n=374)
Fruits 4.23 +2.89 3.36 £ 2.56 <0.001 3.69 + 2.84 3.81+2.77 411274 0.09
Vegetables 418 + 3.16 3.62+2.95 <0.001 3.82+3.13 3.97 £3.13 4.04 +2.97 0.58
Dairy 4,97 +2.78 419+281 <0.001 4.24 +2.82 4.56 +2.80 5.22+2.75 <0.001
Total 3.55+1.64 3.15+1.72 <0.001 3.10+1.71 3.34+£1.69 3.75+1.58 <0.001
Low-fat 1.42 +£2.00 1.04+£1.77 <0.001 1.14+1.85 1.22+1.90 1.46 £ 2.00 0.04
Grains 4.30 +2.23 3.95+2.05 <0.01 3.99 + 2.07 4.05+2.12 447 +2.30 <0.01
Total 2.57+£0.94 2.70 £0.96 0.12 2.66 £0.91 2.58 £ 0.96 2.64 +0.97 0.463
Whole 1.73+2.03 1.25+1.82 <0.001 1.33+1.84 1.47+1.92 1.83+2.10 <0.01
Nuts and Legumes 5.53+2.80 579+ 254 0.08 5.55+2.50 5.61+2.84 580272 0.40
Total 419+151 443 +1.26 <0.01 4.37+1.32 419+ 152 4.36 +1.37 0.09
Nuts 1.34+211 1.36 + 2.06 0.85 1.18 £1.97 142 +2.14 1.44 +£2.15 0.13
Meat 6.75+2.01 5.96 £ 2.04 <0.001 6.18 +1.94 6.39+211 6.71+2.10 <0.01
Total 4.70 +0.84 4.36 +1.27 <0.001 452+1.05 454 +1.08 4.61+1.04 0.04
White 205+1.72 1.60 £ 1.46 <0.001 1.66 £ 1.52 1.86+1.64 210+ 1.71 <0.01
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Fats and oils 8.68 + 1.80 8.46 + 1.84 0.03 8.43 +1.87 8.59 +1.80 8.77+1.76 0.03

Total 4.86 + 0.53 4.80 +0.63 0.08 4.81 + 0.65 4.84 +0.56 4.86 + 0.50 0.50
Vegetable oil 3.82+1.71 3.66+1.71 0.09 3.61+1.76 3.75+1.70 3.92 +1.67 0.44
Total Score 38.38 +£8.92 34.94 + 8.85 <0.001 35.51 +8.98 36.78 +9.09 38.59 + 8.82 <0.001

119



Table 5. Correlation estimates for the components of FG- DASH Score and the total score

Fruits Vegetables Total Low-fat Total Whole Total Nuts Total White Total Vegetable
Dairy Dairy Grains Grains Legumes Meat Meat Fat QOils
Vegetables 0.28"
Total Dairy 0.12" 0.09”
Low-fat Dairy  0.17" 0.137 0.20”
Total Grains 0.237 0.16" 0287 020"
Whole Grains ~ 0.10™ 0.09” -0.05 0117 -0.02
Total Legumes  0.16™ 0.107 0077 0137 0.22" -0.03
Nuts 0.02 0.15~ -0.04 0.03 -0.04 0.16 0.15
Total Meat 0.217 0.12” 0137  0.06" 0.18" -0.08™ 0.05~ -0.05
White Meat 0.01 -0.04 0.097  -0.01 0.14" -0.237 0.02 -0.087 0157
Total Fat -0.01 0.09” 0147  -0.087  0.127 0.07" 0.06 0.043  0.027  0.05"
Vegetable oil 0.04 -0.01 0.06" 0.04 0.08" -0.217 0.01 -0.05  0.06 0.19” 0.05
Total Score 0.61" 0.60 0.447 0437 0.56 012" 0.44~ 0247 038 0177 0.337 0.137

* P < 0.01 for correlation between the evaluated items

** P < (.01 for correlation between the evaluated items
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Figure 1. Delta systolic and diastolic blood pressure between quartiles of adherence to a DASH-type

diet as defined by the FG-DASH score
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Legend:

1% quartile = < 30.5 ; 2" quartile = 30.6-36.3; 3" quartile = 36.7-42.8; 4™ quartile = > 42.9

@ P <0.05 vs. 1% quartile

* P < 0.001 vs. 1% quartile

Model 1. Analysis adjusted for gender (0.58);

Model 2. Analysis adjusted for gender (0.58) and age group (1.995);

Model 3. Analysis adjusted for gender (0.58), age group (1.995), and antihypertensive therapy (0.73);
Model 4. Analysis adjusted for gender (0.58), age group (1.995), antihypertensive therapy (0.73), and

body mass index (2.24)
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RESUMO

Introducdo e objetivos: Produtos finais da glicacdo avancada (AGES) correspondem a
produtos avancados com significante acdo pro-oxidante e pro-inflamatdria oriundos da
dieta. NOs avaliamos o papel dos AGEs como mediadores da associacdo entre adesao a
dieta DASH e marcadores de inflamacdo vascular e sistémica em pacientes com pré-

hipertensao e hipertensdo arterial.

Métodos e Resultados: Quasi-experimento em 361 individuos pré-hipertensos e
hipertensos, de ambos o0s sexos, ndo-diabéticos, sem doencas cardiovasculares, cronicas
limitantes ou dano renal. Participantes orientados para adogdo de estilo de vida saudavel.
Consumo alimentar avaliado na linha de base e apds 12 semanas de intervencdo. Adesdo
dietéetica definida pelo Escore DASH de frequéncia de consumo de grupos alimentares
(FG-DASH Score). Amostras biologicas obtidas ao final do protocolo. Niveis
plasméticos de AGEs através da analise de N-carboximetil-lisina (CML). Definigdo de
inflamacdo vascular e sisttmica a partir da criacdo de escores. Maiores escores
observados para maioria dos componentes individuais ao final do protocolo, mas nédo
FG-DASH Score total. CML correlaciona-se com componentes inflamatorios exceto
SICAM, sVCAM e Adiponectina. Ndo houve associacdo entre FG-DASH Escore e
CML, escore de inflamacdo vascular ou sistémica. Contudo verificou-se um associacédo
inversa entre niveis de AGEs e escore de inflamagdo sistémica, mesmo apés
estratificacdo de acordo com niveis pressoricos e inclusdo de fatores de confusdo. A
andlise de mediacao pelo CML entre FG-DASH Escore e escore de inflamagédo vascular

e sistémica ndo foi verificada

Conclusao: Os AGEs se associam inversamente com inflamacgéo sistémica, mas néao

vascular, entretanto, esses ndo se comportaram como mediadores da associagdo entre
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adesdo a dieta tipo DASH e marcadores de inflamagdo. NUmero de registro:

Plataforma Brasil - 14250713.2.0000.5327.
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ABSTRACT

Background and Aims: Advanced glycation end products (AGEs) correspond to
advanced products with action pro-oxidant and pro-inflammatory derived from the diet.
We evaluated the role of AGEs as mediators of the association between adherence to
DASH diet and markers of vascular and systemic inflammation in patients with

prehypertension and hypertension.

Methods and Results: Quasi-experiment in 361 pre-hypertensive and hypertensive
individuals, of both sexes, non-diabetics without cardiovascular disease, limiting chronic
diseases or kidney damage. Participants were instructed to adopt healthy lifestyle. Food
consumption assessed at baseline and after 12 weeks of intervention. Dietary adherence
defined by DASH score consumption frequency of food groups (FG-DASH Score).
Biological samples obtained at the end of the protocol. Plasma levels of AGEs by N-
carboxymethyl-lysine (CML) analysis. Definition of vascular and systemic
inflammation from the creation of scores. Higher scores observed for most of the
individual components at the end of the protocol, but not FG-DASH Total Score. CML
correlates with inflammatory components except sSICAM, sVCAM and Adiponectin.
There was no association between FG- DASH score and CML, vascular or systemic
inflammation score. However there was an inverse association between levels of AGEs
and systemic inflammation score, even after stratification according to blood pressure
levels and inclusion of confounding factors. Mediation analysis by CML between FG-
DASH score and vascular and systemic inflammation score was not observed.
Conclusion: AGEs was inversely associated with systemic inflammation, but not

vascular, however, these did not behave as mediators of the association between
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adherence to the DASH diet and markers of inflammation. Registration number:

Platform Brazil - 14250713.2.0000.5327.
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INTRODUCAO

Dieta DASH [Dietary Approach to Stop Hypertension] é uma das intervencgdes
mais eficazes para manejo e prevencdo de hipertensdo (HAS). Estima-se que seu
impacto sobre o0s niveis pressoricos represente reducdo no risco para doenca
cardiovascular [1]. Os mecanismos hipotensores propostos para explicar os efeitos da
Dieta DASH sobre DCV privilegiam seu alto teor de célcio, potassio e magnesio.
Entretanto, a inconsisténcia dessa associacdo em ensaios clinicos [2] e, efeitos da dieta
DASH sobre outros fatores de risco para DCV como glicemia em jejum, hemoglobina
glicada, colesterol total e lipoproteina de baixa densidade [3-4], inflamacdo [5],
biodisponibilidade de 6xido nitrico [6] e niveis de homocisteina [7] geram a hipotese de

que haja efeitos derivados de outros nutrientes [8].

A composicgédo da Dieta DASH sugere que a adesao seja capaz de reduzir o pool
dietético de produtos finais da glicacdo avancada (AGES) os quais exercem acdo pro-
oxidante e pré-inflamatoria [9]. O pool corporal de AGEs reflete tanto a sintese
enddgena quanto ingestdo exdgena, efeitos da imunidade inata, modificacGes oxidativas
celulares, e excrecdo de oxidantes renais. A formacdo endbgena de AGEs ¢€
incrementada na presenca de hiperglicemia e niveis elevados de estresse oxidativo [10].
Entretanto, esta na dieta importante fonte modificavel de AGEs. A quantidade de AGEs
dietéticos refletem a composicdo nutricional, temperatura, umidade, pH e, tempo de
cozimento [11]. Alimentos de origem animal com alto teor gordura e proteina séo ricos
em AGEs e mais propensos a formagéo de novos AGEs durante o cozimento [12]. Por
outro lado, alimentos ricos em carboidratos como legumes, frutas, gréos integrais e
laticinios, contém niveis relativamente baixos de AGEs, sofrendo pouca alteracéo

durante ao cozimento [12].
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Considerando-se que a base da dieta DASH possa ser limitante para ingestdo de
AGEs e que seu efeito sobre perfil inflamatdrio vascular e sistémico possam associar-se
a reducdo nos niveis pressoricos, sugere-se que a ingestdo de dieta tipo DASH poderia
acarretar beneficios no controle da hipertensdo e, subseqiiente prevengdo de DCV.
Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o papel dos AGEs como mediadores da
associacdo entre adeséo a dieta tipo DASH e marcadores de inflamacdo vascular e

sistémica em pacientes com pré-hipertenséao e hipertensdo arterial.

METODOS

Delineamento e aspectos éticos

Este estudo consiste em um quasi-experimento (registro plataforma Brasil:
14250713.2.0000.5327) aninhado aos ensaios clinicos do PREVER [13,14] registrados
no Clinical Trials sob os nimeros NCT00970931 e NCT00971165. O projeto e 0s
termos de consentimento foram aprovados pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (registro n® 08-621), que é credenciado pelo Office of Human Research
Protections como um Conselho de Revisdo Institucional. Todos os participantes

assinaram o termo de consentimento para participar do estudo.

Participantes

Os participantes foram arrolados no centro de pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre entre marco de 2011 e agosto de 2012, durante avaliacdo de
elegibilidade para receber a intervengdo para mudanca no estilo de vida. Eram elegiveis
individuos de ambos 0s sexos, com pré-hipertensdo (pressao arterial sistdlica (PAS)
120-139 e pressdo arterial diastolica (PAD) 80-89 mmHg), com 30 a 70 anos, €

individuos com hipertensao estagio | (PAS 140-159 ou PAD 90-99 mmHg) ou em uso
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de um medicamento anti-hipertensivo e com pressdo controlada (PAS <140 e PAD<90
mmHg), com idade entre 40 e 70 anos. Excluiram-se individuos com diagndstico de
hipertensdo secundaria, histéria de DCV, doenca cronica limitante, e uso de
antiinflamatdrios nos ultimos 30 dias. Adicionalmente, para essas analises excluiram-se
participantes com diagndstico de diabetes mellitus (DM) em uso de hipoglicemiante,
glicemia em jejum > 100 mg/dL ou hemoglobina glicada >6,5% e ainda presenca de
dano renal determinado pela presenca de creatinina (maior que 1,3 mg/dL para mulheres

e maior que 1,6 mg/dL para homens) ou microalbumindria (maior ou igual a 25 mg/L).

Intervencgoes

Confirmando-se a elegibilidade, inclusive de pressdo arterial aferida de forma
padronizada [15] os participantes receberam orientacdes para adocdo de estilo de vida
saudavel: cessacdo de tabagismo, reducdao no consumo de bebidas alcoodlicas, pratica de
atividade fisica regular, adesdo ao padrdo alimentar DASH com restricdo de sddio e
controle de peso [16]. A intervencdo consistiu em orientacdo verbais e impressas,
através de material educativo desenvolvido para o Estudo PREVER [13,14]. O livreto
apresentava orientacGes detalhadas sobre cada um dos componentes de mudanca de
estilo de vida. Em relacdo a dieta DASH, apresentava seus componentes utilizando
medidas caseiras ou unidades usuais e detalhava cardapios para prover 1600 kcal, 2000
kcal e 2500 kcal. Além disso, fornecia informagbes sobre consumo de sal e peso
adequado — baseado em indice de massa corporal. As orientacdes foram fornecidas por
profissionais treinados em consultas individualizadas. Participantes recebendo anti-
hipertensivos foram orientados a manter o tratamento durante o periodo de 12 semanas,

apos o qual os participantes foram reavaliados para mudanca de estilo de vida.

Coleta de dados
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Caracteristicas demograficas, socioeconémicas e de estilo de vida foram
avaliadas no arrolamento e reavaliadas apds 12 semanas, utilizando-se questionarios
padronizadoso e por equipe treinada. Atividade fisica foi investigada através da versdo
curta do International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) e analisada de acordo
com protocolo [17]. A ingestdo alimentar foi avaliada através de questionério de
frequéncia de grupos alimentares (QFGA) composto por 40 itens organizados nos
seguintes grupos: (1) produtos lacteos; (2) cereais; (3) frutas e legumes; (4) feijoes e
nozes; (5) carnes; (6) 6leos e gorduras; (7) alimentos processados; (8) café e doces. Para
cada item alimentar o participante indicava a frequéncia de ingestdo na Gltima semana.
N&o foram investigados o numero de porgcfes ou o0 tamanho das mesmas. O Tabagismo

foi avaliado a partir de questionario padronizado.

Realizou-se afericdo de peso e altura com os participantes vestindo roupas leves
e sem calcados. Estadiometro com haste movel fixado a parede foi utilizado para
determinacéo da altura e balanca digital fixa para a avaliacdo do peso, ambos realizados
em duplicata e, determinados a partir da média dos valores obtidos. indice de massa

corporal (IMC) através da razo entre peso (kg) e altura ao quadrado (m?).

Pressao arterial foi aferida através de monitor digital validado (Microlife®
BP3AC1-1PC), com manguitos adequados ao perimetro braquial utilizando-se a média
de quatro afericbes em duas consultas seqiienciais. As de sangue foram obtidas ao final
do periodo de intervencdo com participantes em jejum de 12 horas, sendo centrifugadas
(10 minutos a 3.000 RPM), para separacdo de plasma e sangue total e, aliquotadas para

armazenamento em freezer — 80° C.

Definigdo de adeséo a Dieta DASH
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Adesdo a dieta tipo DASH foi analisada utilizando-se o Escore DASH de
frequéncia de consumo de grupos alimentares (FG-DASH Escore) criado com base nas
recomendacgOes descritas no estudo DASH original, utilizando-se a frequéncia de
consumo diaria ou semanal [18]. Adequacdo a dieta DASH foi avaliado através de
indice composto por sete grupos de alimentos (gréos, legumes, frutas, laticinios, carne,
nozes/sementes/leguminosas e gorduras/6leos). Para cada grupo de alimentos, uma
pontuacdo méaxima de 10 poderia ser alcancada quando a ingestdo atendesse a
recomendacdo e, consumos menores foram pontuados proporcionalmente. Graos,
laticinios, carnes, nozes/sementes/leguminosas e, gorduras/6leos sdo pontuados a partir
de dois componentes um quantitativo e outro qualitativo. Pontuacao reversa foi aplicada
para 0s grupos de carnes e gorduras/6leos sendo que a pontuacdo de zero foi aplicada
para ingestdo maior ou igual a 200% do nivel superior recomendado [18]. O somatorio
dos escores obtidos nos sete grupos individuais foram utilizados para criar do FG-DASH

escore global, que pode variar de 0 a 70.

Analises laboratoriais e definicédo de perfil inflamatorio

Niveis plasmaticos de AGEs foram determinados através da analise de N-
carboximetil-lisina (CML) por método de ELISA utilizando-se Human Carboxymethyl
Lysine (CML) ELISA Kit (Cell Biolabs). As moléculas de adesdo, seletinas e
adiponectina foram avaliadas através de Painel Multiplex disponivel para andlise
simultanea de sE-Selectin, sICAM-1, sVCAM-1 e Adiponectina pela tecnologia
Luminex (Milliplex Map Human Cardiovascular Disease Panel 1-04 Plex ref. HCVD1-
67AK-04 - sVCAM, sICAM, e-seletina, Adiponectina) assim como 0s marcadores de
inflamacdo sistémica e VEGF (Milliplex Map, Human Cytokine/Chemokine Planel 1-05

ref. MPXHCYTO-60K — IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, VEGF).
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Inflamagé&o vascular e sistémica foi definida a partir da criagdo de escores onde
atribui-se um ponto para valores maiores que a mediana da amostra avaliada para cada
um dos magadores exceto IL-10 e Adiponectina onde pontuacdo foi atribuida a valores
menores que a mediana [19]. A inflamacédo vascular baseou-se nas dosagens de sSVCAM,
SICAM, e-seletina e VEGF, agregadas em um escore que variou de 0 a 4 pontos. A
inflamacdo sistémica foi definida através das dosagens de adiponectina, interleucinas

(IL-1, IL-6, IL-10) e TNF-a agregadas para gerar um escore que variou de 0 a 5 pontos.

Anadlises estatisticas

As anélises foram conduzidas no Statistical Package for the Social Sciences
version 19 (SPSS Inc., Chicago, IL) e a significancia estatistica definida por valor P
<0,05. Para determinacdo da diferenca entre 0 FG-DASH Escore, seus componentes e,
frequencia de consumo utilizou-se teste T para amostras pareadas. Para determinacao da
correlacdo entre as variaveis utilizadas na definicdo dos escores de inflamacéo vascular e
sisttmica bem como CML utilizou-se correlacdo de Spearman para dados ndo

paramétricos.

O modelo de analise baseou-se na avaliagdo dos AGEs como mediadores na
associacdo entre adesdo a dieta tipo DASH e marcadores de inflamagdo vascular e
sistémica. A Figura 1 apresenta a abordagem proposta [20] utilizando modelo de
regressdo linear maltipla. A abordagem prevé analise em quatro etapas, nas quais sao
conduzidas vérias analises de regressdo e a significancia dos coeficientes é examinada
em cada etapa. A Figura 1 sumariza o modelo geral de analise de mediacdo. As etapas 1
a 3 permitem estabelecer as associagdes entre as variaveis. Se uma dessas associacfes
nédo for estatisticamente significativa, indica que mediacdo nédo é possivel ou provavel.

Assumindo-se que as associacOes sejam significativas nas etapas 1 a 3, realizar-se-a a
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Etapa 4, para avaliar mediagdo completa. Se o efeito de M (caminho b) sobre Y
permanecer significativo ap0s controlar para X, indica que ha alguma forma de
mediagdo. Se X ndo for mais significativo quando M for controlado, indica mediacéo
completa e, finalmente, se X e M forem significativos como preditores de Y, indica
mediacdo parcial. A obtencdo de significancia estatistica nas associa¢des entre dieta e
AGES e entre AGES e inflamacdo vascular ou sistémica permitird avaliar a presenca de

mediagdo indireta, utilizando um ou mais metodos [21].

RESULTADOS

Entre os 876 individuos inicialmente avaliados 569 eram elegiveis para
participar da intervencdo para mudancas no estilo de vida. Excluindo-se individuos com
DM, creatinina anormal, microalbumindria e, aqueles que ndo possuiam todas as
dosagens laboratoriais, 361 individuos foram incluidos nas analises. Tabela 1 descreve
as caracteristicas demogréficas e de estilo de vida mostrando que houve distribuicdo
semelhante de homens e mulheres, com em média de 53,1 anos de idade. Entre os
participantes 59,6% apresentaram diagndstico de hipertensdo sendo que 40,5% desses

hipertensdo controlada em monoterapia.

Tabela 2 apresenta a variagdo do FG-DASH Score e em seus componentes
individuais. Ao final de 12 semanas, observaram-se escores mais elevados em todos 0s
componentes individuais, exceto para o grupo de leguminosas/oleaginosas onde néo
houve diferenca significativa. De maneira geral, 0 aumento na pontuacdo esteve
relacionado a variagbes no componente qualitativo. Entretanto, o componente
quantitativo do grupo de gorduras se associou a maior pontuagao enquanto no grupo dos
grdos maiores pontuacdes foram resultantes do aumento na adequagdo tanto do

componente quantitativo quanto qualitativo. Escores mais elevados foram observados
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para 0s grupos das carnes e gorduras tanto na linha de base quanto ao final das 12
semanas. Contudo, ndo se observou aumento no FG-DASH Escore total ao final do

protocolo.

Valores medianos de CML, marcadores de inflamacdo vascular e sistémica e
correlacdo entre variaveis incluidas nos escore de inflamacéo vascular e sistémica estdo
apresentados na tabela 3. Correlagcdo entre CML e os componentes inflamatérios exceto
sICAM, sVCAM e Adiponectina. Correlagdes moderadas entre as variaveis incluidas no
escore vascular foram observadas exceto para VEGF, que se correlacionou com
variaveis incluidas no escore sisttmico. De forma semelhante, entre as variaveis
incluidas no célculo do escore de inflamacéo sistémico, verificou-se correlacdao positiva
entre as citocinas pro-inflamatdrias, mas ndo com Adiponectina que se correlacionou

moderadamente com os componentes do escore de inflamacao vascular.

A tabela 4 mostra que ndo houve associacdo entre FG-DASH Escore e escore de
inflamacdo vascular. Entre individuos com pressdo inferior a 140/90 mmHg observou-se
uma associacdo inversa, mas ap0s controle para fatores de confusdo perdeu
significancia. A andlise de mediacdo pelo CML entre FG-DASH Escore e escore de
inflamacdo vascular ndo foi verificada, nem mesmo apds o controle para fatores de

confuséo.

A associagdo entre Escore FG-DASH e escore de inflamagdo sistémica ndo
obteve significancia estatistica (Tabela 5). Da mesma forma, o Escore FG-DASH nao se
associou com AGEs. Contudo verificou-se um associacdo inversa entre niveis de AGEs
e escore de inflamag&o sistémica, persistindo mesmo apos estratificacdo de acordo com
hipertensdo arterial e a inclusdo de fatores de confuséo. O efeito mediador de AGEs na

associacgdo entre Escore FG-DASH e escore de inflamacéo sistémica ndo foi confirmado.
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Frente a auséncia de associagao estatisticamente significativa entre a principal exposicéo
- Escore FG-DASH - e a varidvel mediadora — AGEs — ndo foi subsequentemente

avaliada a mediacéo indireta.

DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar a hipdtese de que os AGEs poderiam atuar como
mediadores da associacao entre dieta tipo DASH e marcadores de inflamagéo vascular e
sistémica. A auséncia de associacdo entre FG-DASH Escore e AGEs refutam a hipdtese
de que a adesdo ao padrdo alimentar DASH leve a reducdo nos niveis plasmaticos de
AGEs. A hipotese subsequente envolvendo um efeito direto entre os AGES e marcadores
de inflamagdo vascular e sisttmica foi confirmada entre CML, submetido a
transformacdo logaritmica e escore de inflamacdo sisttmica, mas ndo vascular. A
consisténcia desse achado, verificado para o total de participantes e, para individuos com
e sem hipertens&o, sugere que apesar de a associacdo ser mais forte entre os hipertensos,

manteve-se mesmo entre individuos com pressao controlada e pré-hipertensos.

O papel da dieta DASH sobre marcadores inflamatérios tém sido investigado em
diferentes cenarios. Andlise transversal implementada na coorte das enfermeiras norte-
americanas (Nurses Health Study) sugeriu que o quintil mais alto de adesdo a Dieta
DASH estava independentemente associado a menores niveis plasmatico de PCR e IL-6
[22]. Em mulheres na pos-menopausa, a ado¢do de padrdo alimentar DASH esteve
associado ao aumento dos niveis de Oxido nitrico (NO) e reducdo nos niveis de
endotelina-1, sE-seletina, SVCAM, IL-6, IL-18, PCR e proteina amiloide sérica A, sem
modificacdo nos niveis de SICAM e TNF-a [5]. Entretanto, as reducdes nos niveis de
PCR ndo foram reproduzidas em gestantes com diabetes gestacional [23], pacientes pre-

hipertensos e hipertensos [24]. Os resultados controversos reforcam a complexidade da
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operacionalizacdo da exposicdo subjacente a padrdes alimentares sobre marcadores
inflamatorios e sua associacdo com doengas conica. Assim, na tentativa de melhor
caracterizar a exposi¢do inflamatéria utilizamos escores para definicdo da presenca de
inflamacdo vascular e sistémica. A utilizacdo desses escores foi capaz de atenuar a
variabilidade presente nas associagdes entre marcadores individuais criando padrdes de
comportamento inflamatorio que nos permitiram determinar a auséncia de associagdo
direta entre dieta DASH e marcadores de inflamagdo vascular e sistémica nessa

populagéo.

A investigacdo de mediadores na associacdo entre dieta DASH e marcadores
inflamatérios tem se focado no papel das fibras, sugerindo que o aumento no seu
consumo induzido pela adocao do padrao alimentar DASH leve a reducdo nos niveis de
PCR [25]. Entretanto, esses efeitos parecem mais pronunciados entre participantes
normotensos eutréficos na comparacdo com hipertensos obesos [25]. Esses achados
contrastam com estudos epidemioldgicos demonstrando que o consumo de dietas ricas
em fibras e alimentos de baixo indice glicémico possa levar a reducdo nos niveis de PCR
[26,27], sugerindo que essa associacdo poderia resultar de fatores de confusédo residual
ndo avaliados na dieta DASH. Com isso, em nosso estudo, avaliamos a possibilidade de
que a associacdo entre dieta DASH e marcadores de inflamagdo vascular e sistémica

pudesse ser mediada pelos AGEs.

A dieta é considerada importante fonte modificavel de AGEs, estudos cinéticos
tém demonstrado que em torno de 10% dos AGEs dietéticos ingeridos sdo absorvidos no
intestino e distribuidos nos tecidos, sendo somente um terco desses eliminados na urina
ou fezes [28]. Associacdo entre conteddo de AGEs dietéticos e niveis séricos de AGEs,

estresse oxidativo e mediadores inflamatorios tém sido demonstrados em individuos
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saudaveis [29], diabéticos [30] e com insuficiéncia renal [31]. A possibilidade de que a
dieta DASH seja capaz de reduzir a ingestdo de AGEs reside no reconhecimento do
contetdo de AGEs presente naturalmente em seus componentes e a ocorréncia da reacdo

de Maillard nesses durante seu processamento térmico.

Nesse sentido alimentos protéicos e lipidicos, restringidos no padréo alimentar
DASH, pela presenca de agucares redutores, compostos intermediarios da degradacéo de
acucares e capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio no decorrer de
reacdes de liperoxidacdo induzidas pelo cozimento, possuem ndo sé os mais altos niveis,
mas sdo 0S mais propensos a geracdo de novos AGEs durante o cozimento [12]. Em
contraste, fontes de carboidratos presentes na dieta DASH como frutas, verduras,
legumes, laticinios desnatados e grao integrais, pela presenca de acucares ndo redutores,
maior contelido de &gua, antioxidantes e vitaminas que podem reduzir a formacdo de
novos AGEs nesses alimentos apresentam os mais baixos niveis [12]. Entre os mais bem
estudados AGEs estdo a N-carboximetil-lisina (CML) e, os derivados altamente reativos
do metilglioxal (MG), ambos derivados da glicacdo de proteinas e lipideos [32]. A
escolha da analise de AGEs através de CML residiu no fato de esta ser uma molécula
mais estavel e relativamente inerte [33] considerada ainda a forma de AGEs mais
prevalente in vivo [34]. Apesar disso ndo fomos capazes de determinar impacto da

adesdo a dieta tipo DASH sobre 0s niveis plasmaticos de AGEs.

E reconhecido que a interacio dos AGEs com os receptores de AGEs (RAGE)
levam a inflamacéo prolongada. Em células endoteliais humanas, os AGEs sdo capazes
de induzir a expressdao de moléculas de adesdo, incluindo VCAM-1, ICAM-1 e E-
selectina, de modo RAGE-dependente [35-37]. A interacdo AGE-RAGE em células

musculares lisas ainda esta associada ao aumento na migracdo quimiostatica e
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proliferacdo celular [38]. Em mondcitos o acoplamento AGE-RAGE induz um fendétipo
de macrofagos ativados que se manifesta pela inducdo do fator de crescimento derivado
de plaquetas [39], fator de crescimento semelhante a insulina-1 [40] e, citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1 e TNF-a [41]. A incapacidade de confirmarmos resultados
prévios sobre a associacdo de AGEs e marcadores de inflamacgdo vascular, ndo exclui a
possibilidade da ativagdo de mecanismos paralelos pela dieta DASH como o0 aumento na
biodisponibilidade de NO [3,42] que além de efeito hipotensor pode exercer efeitos anti-

inflamatorios, anti-tromboticos e anti-proliferativos [43].

Aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a, IL-6, PCR [44], moléculas de adeséao
ICAM-1, VCAM-1 e E-seletina [45] tém sido caracterizado em individuos hipertensos.
O aumento da expressdo de moléculas de adesdo, ativacdo de células imunologicas e
infiltracdo, liberacdo de citocinas e estresse oxidativo parecem ser mecanismos ativados
na hipertensdo. Relacdo entre reducdo nos niveis presséricos induzido pelo tratamento
da hipertensdo e reducdo de marcadores inflamatdrios [45] sugere ainda que o efeito
hipotensor da dieta DASH possa ser importante mecanismo na atenuacdo da resposta
inflamatdria nesses pacientes. Entretanto, considerando-se o papel da inflamacdo no
risco para DCV a reducdo na resposta inflamatdria sistémica associada a menores niveis
de AGEs poderia ainda ser considerado importante mecanismo na reducao do risco para

DCV.

Os resultados desse estudo devem ser avaliados considerando suas limitagdes.
No presente estudo, os participantes apenas receberam orientagdes para adotarem uma
dieta tipo DASH ao invés de receberem os alimentos prontos para essa finalidade. A
ingestdo dietética foi avaliada através de questionario de frequencia alimentar e, a

adequacdo a dieta tipo DASH foi definida com um escore de avaliagdo a partir da
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frequencia de consumo alimentar previamente validado. Apesar de esse padrédo
alimentar ndo ter obtido efeito exatamente como proposto, as analises empregadas
permitiram definir associacbes de acordo com o grau de adesdo. Adicionalmente, a
realizacdo das analises bioguimicas somente ao final do protocolo, ndo exclui a
possibilidade de reducdo nos niveis plasméaticos de AGEs em nivel individual. Nosso
estudo deve ter boa validade externa uma vez que a amostra foi composta por pacientes
pré-hipertensos e hipertensos estagio | controlados ou ndo em monoterapia sem outras
doencas concomitantes. Durante o estudo, a prescricdo medicamentosa foi mantida

evitando vieses nos resultados observados.

CONCLUSAO

A dieta DASH por sua composicao pode ser considerada uma dieta teoricamente
pobre em AGEs entretanto, os resultados desse estudo refutam a hip6tese de que adesdo
a esse padrdo alimentar se associe a menores niveis plasmaticos de AGEs. Apesar da
associacdo inversa entre AGEs e marcadores de inflamacdo sistémica, esses nao
parecem atuar como mediadores da associacdo entre dieta DASH e marcadores
inflamatdrios. Dado o reconhecimento do papel dos AGEs nas complicages clinicas e
risco cardiovascular associados a condicGes inflamatorias como diabetes mellitus e
insuficiéncia renal crénica, os resultados desse estudo sugerem que em pacientes pré-
hipertensos e hipertensos a reducdo na resposta inflamatoria sistémica associada a
menores niveis de AGEs poderia ainda ser considerado importante mecanismo na

reducdo do risco para DCV.
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Figura 1. Modelo de mediacéo
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Tabela 1. Caracteristicas da popula¢do em estudo

N (%) média £DP

Masculino 174 (48,2)
Idade (anos) 53,195
Escolaridade (anos) 11,7+3,8
Pré-hipertensao 146 (40,4)
PAS (mmHg) 130,7 £6,9
PAD (mmHg) 82,5+57
Hipertensao controlada 87 (24,1)

PAS (mmHg) 128,3+6,9
PAD (mmHg) 80,8 + 6,8
Hipertensao ndo controlada 128 (35,5)
PAS (mmHg) 1443 + 6,6
PAD (mmHg) 90,9 +5,9
IMC (kg/m?) 28,6 + 4,7
Tabagismo atual 119 (33,0)

Nivel de atividade fisica

Baixo 242 (67,0)
Moderado 91 (25,2)
Vigoroso 27 (7,5)

IMC = indice de massa corporal; PAS = pressdo arterial sistélica;

PAD = presséo arterial diastolica
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Tabela 2. Distribuicdo dos escores e frequencia de alimentos consumidos na linha de base e 12

semanas apos intervencéo.

Basal Apos 12 semanas Delta Valor P
(n=358) (n=358)

Escore frutas 38+26 47+28 1,0+£2,6 <0,01
Frutas/suco* 16+11 20+15 05+£13 <0,01
Escore vegetais 44 +27 5029 06+2,6 <0,01
Verduras e legumes* 18+1,1 20x15 03+11 <0,01
Escore laticinios 50+27 58+31 0,8+£3,2 <0,01
Laticinios integrais* 14+£11 1,1+£11 -03+1,1 <0,01
Laticinios desnatados* 05+09 08+10 03+£11 <0,01
Escore graos 46+22 53+£23 0,7+24 <0,01
Graos refinados* 08+10 19+13 12+18 <0,01
Gréos integrais* 0810 1,1+£11 0,3+1,0 <0,01
Escore oleaginosas/leguminosas 6,1+28 59+28 -0,2+£3,0 0,3

Leguminosas** 54+38 55+4,0 0,1+39 0,7

Oleaginosas** 1,7+49 1,4+£3,0 -0,3+45 0,2

Escore carnes 6,1+20 6,619 05+21 <0,01
Carnes vermelhas* 1,6 +0,8 15+0,7 -0,1+0,8 0,01
Carnes brancas* 03+0,3 04+0,3 0,1£04 <0,01
Escore 6leos e gorduras 82+21 8,719 0622 <0,01
Gordura animal* 0,5+0,7 0,3+0,5 -0,2+0,9 <0,01
Oleos vegetais* 09+0,7 1,0+0,7 0,1+0,7 0,2

FG-DASH Escore 381+9.1 37,2+8,5 -10+7,8 0,02

* frequencia de consumo diaria; ** frequencia de consumo semanal
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Tabela 3. Mediana de marcadores inflamatdrios e CML e, correlagdo entre componentes incluidos nos escores de inflamacéo vascular e sistémicos

Mediana (1Q25-75)

Correlacdo de Spearman

CML
sE-Seletina (ng/mL) 0,4 (0,3-0,7) -0,15**
sICAM (ng/mL) 2,6 (1,8-3,6) 0,06
sVCAM (ng/mL) 18,0 (11,7-25,5) 0.06
VEGF (pg/mL) 107,1 (81,2-147,1)  -0,16**
IL1-B (pg/mL) 0,9 (0,7-1,2) -0,22**
IL-6 (pg/mL) 0,9 (0,5-2,2) -0,13*
IL-10 (pg/mL) 1,9 (1,3-2,8) -0,16%*
TNF-alfa (pg/mL) 5,6 (3,7-7,5) -0,20**

Adiponectina (ng/mL) 178,8 (92,1-273,0) -0,04

CML (pg/mL) 1,65 (1,11-2,35)

Adiponectina
0,40**
0,50**
0,59**
-0,04
-0,06
-0,10
-0,11*

-0,07

TNF-a

0,19**

-0,01

-0,05

0,27**

0,33**

0,41**

0,41**

IL-10 IL-6 IL1-3 VEGF s-VCAM1 s-ICAM1
0,09 011* 0,10 0,04 0,57** 0,65**
-0,12* -0,09  -0,15** -0,09 0,79**

-0,14** -0,18** -0,18** -0,12*

0,35** 0,46** 0,43**

0,43** 0,39**

0,42**

*Correlagéo significativa P < 0,05 (bicaudal); **Correlacdo significativa P < 0,01 (bicaudal).
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Tabela 4. Andlise de regresséo linear multipla aplicada a avaliagdo de mediacdo de AGES
na associagdo entre escore de frequéncia de consumo de dieta tipo DASH (FG-DASH

Escore) e escore de inflamagéo vascular de acordo com a pressao arterial

Etapas de avaliagdo* Total PA < 140/90 PA > 140/90

B Valor P B Valor P B Valor P

Etapa 1: Escore FG-DASH 0,07 0,2 -0,13 0,04 -0,10 0,3

Etapa 2: Escore FG-DASH 0,04 0,5 0,08 0,2 -0,06 0,5
Etapa 3: CML (log) -0,04 0,5 -0,001 1.0 -0,13 0,18
Etapa 4:

Escore FG-DASH 0,07 0,2 -0,13 0,04 -0,11 0,3
CML (log) -0,04 0,4 -0,01 0,9 -041 0,16

Modelo completo**
Escore FG-DASH 0,07 0,2 -0,12 0,07 -0,08 0,5

CML (log) 006 03 -004 06 013 072

* Vide modelo conceitual, apresentado na Figura 1

** Analise ajustada para sexo, idade, IMC e atividade fisica
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Tabela 5. Andlise de regressédo linear multipla aplicada a avaliagdo de mediagdo de

AGES na associacéo entre escore de frequéncia de consumo de dieta tipo DASH (FG-

DASH Escore) e escore de inflamagéo sistémica de acordo com a presséo arterial

Etapas de avaliagdo* Total PA <140/90 PA > 140/90
B Valor P B Valor P B ValorP
Etapa 1: Escore FG-DASH -0,06 0,3 -0,10 0,11 0,05 0,6
Etapa 2: Escore FG-DASH 0,04 0,5 0,08 0,2 -0,06 0,5
Etapa 3: CML (log) -0,23 <0,001 -0,18 0,004 -0,32 0,001
Etapa 4:
Escore FG-DASH -0,05 0,4 -0,09 0,16 0,03 0,7
CML (log) -0,23 <0,001 -0,17 0,006 -0,31 0,001
Modelo completo**
Escore FG-DASH -0,08 0,12 -0,14 0,03 0,05 0,6
CML (log) -0,24 <0,001 -0,18 0,006 -0,31 0,001

* Vide modelo conceitual, apresentado na Figura 1

** Analise ajustada para sexo, idade, IMC e atividade fisica
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese descreveu o desenvolvimento de um escore para avaliacdo de
adesdo a dieta tipo DASH. O FG-DASH escore apresentou validade de constructo e
concorrente, bem como confiabilidade, particularmente em individuos hipertensos. A
simplicidade desse instrumento, bem como, da obtencdo das informacdes a partir de
grupos alimentares, independente do tamanho e nimero de porc¢des, o torna (til tanto na
pratica clinica quanto em saude publica para a determinacéo do impacto de intervencdes

dietéticas para prevencao e controle da hipertenséo.

Adicionalmente, esta tese buscou avaliar a hipotese de que os AGEs poderiam
atuar como mediadores da associacdo entre dieta tipo DASH e marcadores de
inflamagdo vascular e sistémica. A auséncia de associa¢do entre FG-DASH Escore e
AGEs refutam a hipdtese de que a adesdo ao padrdo alimentar DASH leve a reducdo nos
niveis plasmaticos de AGEs. A hipdtese subseqliente envolvendo um efeito direto entre
0s AGEs e marcadores de inflamagéo vascular e sistémica foi confirmada entre CML,
submetido a transformacdo logaritmica e escore de inflamacdo sistémica, mas ndo
vascular. A consisténcia desse achado, verificado para o total de participantes e, para
individuos com e sem hipertensao, sugere que apesar de a associacao ser mais forte entre
0s hipertensos, manteve-se mesmo entre individuos com pressdo controlada e pré-

hipertensos.

Dado o reconhecimento do papel dos AGEs nas complicagdes clinicas e risco
cardiovascular associadas a condi¢des inflamatorias como diabetes mellitus e
insuficiéncia renal cronica, os resultados dessa tese ainda sugerem que em pacientes pré-

hipertensos e hipertensos a reducdo na resposta inflamatdria sistémica associada a
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menores niveis de AGEs poderia ainda ser considerado importante mecanismo na

reducdo do risco para DCV.
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