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RESUMO 
 

 

Há evidências recentes sobre a participação de Espécies Reativas de 
Oxigênio (ERO) e de Nitrogênio (ERN) na Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS), o 
que indica a importância de estudar os fenômenos que determinam o balanço redox 
em sangue de indivíduos hipertensos, bem como os aspectos dietéticos 
relacionados aos mesmos indivíduos. Foram analisadas, em amostras de sangue de 
20/433 indivíduos hipertensos e 21/63 controles, Superóxido Dismutase (SOD), 
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa (GSH), Vitamina C, 
transferrina, ceruloplasmina, Malondialdeído (MDA) e grupos carbonila totais. Esses 
indivíduos foram incluídos no estudo mediante consentimento e selecionados 
segundo Índice de Massa Corporal - IMC (≥ 18,5 e ≤ 30 Kg/m2), glicemia (≤ 100 
mg/dL), colesterol sérico (≤ 200 mg/dL), não fumantes, mulheres não grávidas e fora 
da menopausa, não usuários de alopurinol e probucol. A ingestão dietética de frutas, 
legumes e verduras, energia e macronutrientes, Na, K, Fibras, Fe, Cu, Zn, Se, pelos 
grupos em análise, foi avaliada. O grupo selecionado foi submetido a quatro 
semanas de preparo (sem uso de vitaminas, minerais e suplementos nutricionais, 
paracetamol dexametazona e álcool), para subseqüente análise do balanço redox. 
Hipertensos quando comparados aos controles apresentaram níveis menores de 
CAT (p 0,013), GSH (p 0,003) e MDA (p 0,014), e elevados de GPx (p 0,0001) e 
ceruloplasmina (p 0,015); ingestão deficiente de verduras e legumes (p 0,035), 
vitamina C (p 0,045), Ferro (p 0,043), Cobre (p 0,003) e Zinco (p 0,026), quando 
comparados aos controles. Verificou-se associação positiva apenas entre níveis 
diminuídos de ceruloplasmina e ingestão elevada de vitamina C no grupo controle. 
Embora os resultados obtidos neste estudo contrariem em parte a literatura, cujos 
dados, em geral, são de níveis diminuídos de enzimas antioxidantes e elevados de 
marcadores de dano oxidativo nos indivíduos hipertensos, a obtenção de níveis 
elevados de GPx e de baixos níveis de MDA são também concordantes com a 
hipótese de estresse oxidativo da hipertensão, uma vez que haveria maior demanda 
da enzima quando em excesso de ONOO-, espécie essa com concentração 
aumentada em hipertensão. Com a maior concentração de GPx, cuja atuação é 
significativa sobre peróxidos, haveria diminuição da peroxidação lipídica, e 
conseqüente diminuição de MDA. Daí, o estresse oxidativo da hipertensão seria 
explicado por mecanismo alternativo ao registrado na literatura. Portanto, embora 
não esteja claro se o estresse oxidativo da HAS primária ou essencial seja causa ou 
efeito, a ocorrência deste na hipertensão foi verificada no presente trabalho, 
corroborando estudos já publicados. 
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ABSTRACT 
 
 
 

The participation of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen 
species (RNS) in systemic arterial hypertension (SAH) has been described in recent 
papers, which indicate the importance of studying the phenomena that influences the 
redox environment in blood of patients with high blood pressure (hypertenses), as 
well as the dietary aspects that could be related to it. Analysis of blood from 20/433 
people with hypertension and 21/63 controls, for superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT), serum glutathione peroxidase (GPx), glutathione (GSH), Vitamin C, 
transferrin, ceruloplasmin, malondialdehyde (MDA) and carbonyl groups were 
performed, after the patients’ consent. The patients were selected according to their 
body mass index (BMI) (≥ 18.5 and ≤ 30 Kg/m2), glicemy (≤ 100 mg/dL), serum 
cholesterol (≤ 200 mg/dL), as non-smokers, women not pregnant or menopausal, not 
using allopurinol or probucol. The dietary ingestion of fruits, legumes, vegetables, 
energy and macronutrients Na, K, fibre, Cu, Zn and Se was also studied. The group 
selected was subjected to four weeks of preparation (no use of nutritional 
supplements, paracetamol, dexamethasone or alcohol) for subsequent analysis of 
their blood in terms of redox environment. People with hypertension when compared 
with controls showed lower levels of CAT (p 0.013), GSH (p 0.003), and MDA (p 
0.014), higher levels of GPx (p 0.0001) and ceruloplasmin (0.015); deficient ingestion 
of vegetables, legumes and Vitamin C (p 0.045), Fe (p 0.043), Cu (p 0.003) and Zn (p 
0.026). Positive association was verified only between decreased levels of  
ceruloplasmin and elevated levels of Vitamin C, in the control group. The results 
herein presented differ somewhat from the literature, whose data, in general, had 
shown lower levels of antioxidant enzymes and elevated concentration of 
markers of oxidative damage in individuals with hypertension. In the present study, 
elevated levels of GPx and lower levels of MDA were obtained. However, this also 
agrees with the hypothesis of oxidative stress in hypertension, through an alternative 
explanation. In case of excess of ONOO, a hypertension characteristic reactive 
species, there is a greater demand on the enzyme; and with a higher concentration of 
GPx, whose activity is directed towards peroxides, there would be a reduction on lipid 
peroxidation and consequent decrease of MDA. It is impossible, at this moment, to 
define the exact role of the oxidative stress, if cause or consequence. However, the 
occurrence of oxidative stress in hypertension was verified, corroborating earlier 
reports. 
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1.1. Conceito e epidemiologia da Hipertensão arterial sistêmica (HAS) 

 
 
A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) tem sido objeto de muitos estudos 

devido a sua elevada prevalência e ao alto impacto na morbimortalidade da 

população. A HAS pode ser primária, essencial ou idiopática (de etiologia 

multifatorial envolvendo fatores genéticos tais como herança e raça e, fatores 

ambientais, tais como ingestão de sal, sedentarismo, obesidade, etc), o que 

representa 95% dos casos, ou secundária (resultante de doenças, principalmente 

renais), o que representa 5% dos casos. A HAS é diagnosticada, em adultos (> 18 

anos), quando se detectam valores médios de duas ou mais mensurações da 

pressão arterial (PA), em pelo menos duas ocasiões distintas ≥ 90 mm Hg para a 

diastólica (PAD) e ≥ 140 mmHg para a sistólica (PAS) (V DBHA, 2006). 

 Dados dos países que participaram do Countrywide Integrated 

Noncommunicable Disease Intervention Programme (CINDI), da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) mostraram prevalência de HAS de 9 a 34% em homens e 

12 a 34% em mulheres de 25 a 64 anos considerando PAS ≥ 160 mmHg e PAD ≥ 95 

mmHg, ou usando medicação anti-hipertensiva) (OLMOS e LOTUFO, 2002). Nos 

Estados Unidos, cerca de 25% de todos os adultos e mais de 60% das pessoas com 

mais de 60 anos são portadores de HAS (OKOSHI et al., 2001). 

No Brasil, inquéritos de base populacional revelam que a HAS primária atinge 

de 22,3% a 43,9% (> 140/90 mmHg) da população urbana adulta brasileira (V 

DBHA, 2006), sendo na maioria das cidades estudadas, acima dos 25%, 

predominando no sexo masculino e com fatores de risco associados semelhantes 

aos de outros países (LESSA, 2001). Nas regiões, observa-se ampla variação, 

sendo 1,28% a 27,1% no sul, 6,3% a 16,7% no centro-oeste, 5,04% a 32,7% no 

sudeste e 7,2 % a 40,3% no Nordeste (DÓREA e LOTUFO, 2004). 

A elevação da pressão arterial representa um fator de risco independente, 

linear e contínuo para doença cardiovascular, com custos elevados decorrentes das 

suas complicações: doença cerebrovascular, doença arterial coronariana, 

insuficiência cardíaca, insuficiência renal crônica e doença vascular de 

extremidades. A HAS é responsável por 40% dos óbitos por acidente vascular 

encefálico ou cerebral (AVE ou AVC) e 25% dos óbitos por doença arterial 

coronariana (DAC), e está entre as causas mais freqüentes de hospitalizações entre 
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as afecções cardiovasculares (IV DBHA, 2002; SIXT JOINT, 1997). No Brasil, em 

2003, 27,4% dos óbitos foram decorrentes de doenças cardiovasculares, sendo o 

AVE ou o AVC a principal causa em todas as regiões, atingindo as mulheres em 

maior proporção (V DBHA, 2006). 

Uma vez que a HAS é um problema de saúde pública, haja vista sua 

importância na morbimortalidade cardiovascular, o conhecimento dos fatores 

associados ao seu desenvolvimento, reveste-se de grande importância, para que se 

possa atuar de forma preventiva adequada.  

 

1.2. Etiopatogenia da HAS: Bases para a hipótese oxidativa da HAS 

 
 

A HAS, como a maioria das doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), 

envolve tanto componentes etiológicos, ambientais, como hereditários, sendo, 

portanto, classificada como uma doença poligênica e multifatorial, relacionada a 

mudanças morfológicas e funcionais no sistema cardiovascular e no controle 

autonômico. 

Em condições normais, a PA deve ser mantida em uma estreita faixa de 

variação, permitindo uma adequada perfusão tecidual. Este controle envolve grande 

número de substâncias e de sistemas fisiológicos que interagem de maneira 

complexa e com redundância para manter a PA em níveis adequados, nas mais 

diversas situações fisiológicas. A PA é determinada pelo débito cardíaco e pela 

resistência vascular periférica, que, por sua vez são determinados pelo volume 

sistólico e freqüência cardíaca, e pelo tônus vascular, respectivamente, de tal forma 

que o seu controle envolve mecanismos neurais e neuro-humorais que, em curto e 

longo prazo, modulam não só a atividade do sistema nervoso autônomo para o 

coração e para os vasos, como também o volume sanguíneo e a secreção de vários 

hormônios como renina, vasopressina, peptídeo natriurétrico atrial, entre outros 

(CONSOLIM-COLOMBO et al., 2005; IRIGOYEN et al., 2005), destacando-se o 

papel do rim e do sistema endotelial. O endotélio vascular é um órgão central no 

escopo da HAS, inclusive como sede de inúmeros processos de óxido- redução 

relacionados com a hipótese oxidativa da HAS. Todas as células vasculares (célula 

endotelial, célula da musculatura lisa vascular – VSMC: vascular smooth muscle 

cells e fibroblastos) produzem Espécies Reativas (ER), seja de Oxigênio (ERO), via 
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enzimas NAD(P)H oxidase [NAD(P)H ox] associada à membrana, xantina oxidase 

(XO), lipoxigenase (LOx), cicloxigenase (COx), seja de Nitrogênio (ERN), através da 

enzima de síntese do Óxido Nítrico (NO�) (Óxido nítrico sintase endotelial, eNOS) ou 

monóxido de nitrogênio ou fator de relaxamento derivado do endotélio (Endothelium-

Derived Relaxing Factor - EDRF)  (TOUYZ e SCHIFFRIN, 2004; LAURINDO et al., 

1998 ). 

O óxido nítrico (NO�) é produzido na célula endotelial pela enzima óxido 

nítrico sintase (eNOS) que converte o aminoácido L-arginina a NO� + L-citrulina, 

catalisando a oxidação de cinco elétrons com a participação de NAD(P)H/NADP+ e 

do complexo cálcio/calmodulina (MALINSKI, 2005). Sua função é regular o tônus 

vascular através de ação vasodilatadora sobre as células musculares lisas, e de 

inibição da atividade plaquetária, agregação de leucócitos e proliferação das células 

musculares lisas da vasculatura endotelial (LAURINDO et al., 1998; 

RAMACHANDRAN et al., 2002), sendo fundamental na modulação da pressão 

arterial.  

Na hipertensão arterial, uma rede complexa de sistemas e substâncias 

vasoativas atua e favorece a produção intravascular de ERO e ERN , com 

participação importante das enzimas NAD(P)H ox associada à membrana, XO, LOx, 

COx, eNOS, como será discutido adiante. 

 

1.3. Considerações gerais sobre estresse oxidativo e balanço redox 

 
 

Os seres vivos se adaptaram, no transcorrer dos últimos dois bilhões de anos, 

a uma crescente concentração de oxigênio atmosférico, aproveitando-se dos seus 

benefícios e construindo, ao mesmo tempo, uma complexa rede de controle, para 

equilibrar suas ações deletérias. A molécula diatômica de oxigênio possui dois 

elétrons desemparelhados, em sua última camada eletrônica (Figuras 1 e 2) e pode, 

portanto, sofrer redução, gerando diferentes metabólitos, conhecidos pelo nome 

coletivo de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO), que podem reagir com outras 

espécies, gerando novos radicais, espécies neutras ou carregadas. Essas espécies 

são produzidas, invariavelmente, em ambiente aeróbio, por uma série de 

mecanismos, que incluem o “vazamento” eletrônico durante oxidações biológicas, 

por ação de flavina desidrogenases, por meio de secreções específicas associadas 
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a membranas ou, ainda, por ativação física, via irradiação fotoquímica ou outros 

fatores externos (Figura 3). A depender da sua concentração no tecido, elas 

exercerão efeitos fisiológicos benéficos ou maléficos. Os organismos desenvolveram 

mecanismos eficientes de proteção contra o acúmulo excessivo de ERO e ERN 

(Figura 3).  

O interesse crescente no estudo dessas espécies reativas e sua relação com 

a saúde e a doença, com conseqüente evolução dos conhecimentos nesta área, 

tornou fundamental a discussão interdisciplinar. Um exemplo é a compreensão dos 

aspectos físico-químicos e bioquímicos de substâncias obtidas através da dieta, 

relacionados à sua atividade anti-oxidante, fornecendo subsídios para entender a 

razão da necessidade do consumo alimentar equilibrado de tais substâncias, útéis 

no planejamento de dietas.  

Denominam-se radicais (X•) todas as espécies químicas paramagnéticas, 

capazes de existência independente, que contém um ou mais elétrons 

desemparelhados, condição que as torna extremamente reativas. Durante as 

reações nas quais essas espécies radicalares estão envolvidas, são formados 

intermediários reativos, que podem se transformar em tais espécies ao reagir com 

outras moléculas ou com outros radicais, ou ainda com metais de transição. Os íons 

de metais de transição catalisam reações redox tais como auto-oxidação e reação 

de Fenton, graças à sua habilidade para receber e doar elétrons. 

Um radical (X•, R•) pode reagir segundo diversas possibilidades (MARCH e 

SMITH, 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002): 

Pode formar um aduto com elétron desemparelhado  

X• +  Y  →  [XY]• 

Pode ser um agente redutor doando seu elétron a uma espécie não radicalar 

X• +  Y  →  X+  +   Y• − 

Pode ser um agente oxidante recebendo elétron de uma espécie não radicalar 

Y +  X•  →  Y• +  +   X − 

Um radical pode abstrair hidrogênio (H) de uma ligação C–H, com geração de 

radical centrado no carbono (C•).  

Há ainda outras possibilidades como rearranjo: R3CC•H2R → R3C
•CH2R ; 

aniquilação: X• +  X•  →  X X; adição: R• + H2C=CH2 → RCH2C
•H2; ruptura (Figura 

5), etc. 
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No caso do oxigênio, a distribuição peculiar dos elétrons da camada externa 

em seus orbitais moleculares, com os dois últimos elétrons desemparelhados 

ocupando dois orbitais antiligantes (Figura 1), explica a habilidade do oxigênio em 

receber elétrons adicionais nesses orbitais dando origem às suas formas reduzidas 

reativas como o ânion radical superóxido (O2
•) e o diânion peróxido (O2

2-) (Figura 2), 

em etapas de transferência eletrônica sucessivas. Esses podem sofrer protonação. 

Em geral, as células aeróbias obtêm a maior parte de sua energia a partir da 

oxidação controlada de ligações C-C e C-H, via transferência de elétrons, onde o 

oxigênio molecular é o aceptor final deles, catalisada por metaloenzimas. A 

conseqüência disso é a existência de um ambiente redutor em células e tecidos. O 

balanço redox em líquidos biológicos, organelas, células ou tecidos, é a soma dos 

produtos do potencial de redução e da capacidade redutora dos pares redox 

acoplados presentes. As mudanças no ambiente redox em nível biológico podem 

causar o estresse oxidativo (SCHÄFER e BUETTNER, 2001; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002).  

 

Figura 1 .  Esquema da combinação l inear  de orbi ta is  atômicos 
 para a formação dos orbitais moleculares do oxigênio molecular. 

  
As estruturas eletrônicas dos dois átomos de oxigênio (O) estão representadas 

esquematicamente nos lados direito e esquerdo da figura 1. A parte central mostra a modificação dos 
arranjos eletrônicos dos orbitais a partir da fusão dos mesmos para formar as ligações interatômicas 
que estabilizam a molécula diatômica do O2. Dois orbitais antiligantes (π*) são ocupados por um único 
elétron, enquanto o terceiro orbital antiligante (σ*) (2p) está vazio. Os elétrons dos orbitais σ1s não 
são mostrados. Fonte: Adaptado de WINTER, 1994 e BERGAMINI et. al, 2004  . 
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A  

O2
+e-

O2
e-+ e-+

2 H
+ H2O2

- OH
-

OH
e-+

+ H+
H2O

 

B 

Espécies de oxigênio observadas no estresse 

oxidativo 

Spins da última camada 

eletrônica 

Oxigênio Tripleto ↑ ↑ 

Ânion Radical Superóxido O2
•⎯ ↑↓ ↑ 

Peróxido de Hidrogênio H2O2 ↑↓ ↑↓ 

Radical hidroxila •OH ↑↓ ↑ 

Oxigênio Singlete (1ΔgO2) ↑↓  

Oxigênio Singlete (1∑g + O2) ↑ ↓ 

Figura 2 .  A:  Esquema gera l  de  redução do oxigênio.  B:  Versão s impl i f icada 
dos orbi ta is  moleculares na molécula  d iatômica de oxigênio  e  de a lguns de 
seus der ivados.   
Fonte: Adaptado de BERGAMINI et al., 2004 e de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002. 
 

1.3.1 O estresse oxidativo 

 
A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), de nitrogênio (ERN), 

entre outras espécies reativas (ER), é parte integrante do metabolismo humano e é 

observada em diversas condições fisiológicas. ERO e ERN têm importante função 

biológica, como na fagocitose, fenômeno em que essas espécies são produzidas 

para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produção é danosa, o 

organismo dispõe de um eficiente sistema anti-oxidante que consegue controlar e 

restabelecer o equilíbrio. O estresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre o 

sistema pró e anti-oxidante (FINKEL e HOLBROOK, 2000; SCHAFER e BUETTNER, 

2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), com predomínio dos oxidantes, com 

dano conseqüente, como ilustra a Figura 3. A célula, unidade da vida, é uma 

verdadeira usina de pró e anti-oxidantes (Figura 4). 

A Tabela 1 é uma compilação da literatura sobre a natureza das principais 

espécies reativas, a sua geração e o seu destino em ambiente biológico. Ela foi 

construída a partir de informações constantes de uma série de artigos e livros 

(CAREY e SUNDBERG, 1990; HALLIWELL, 1991; GUTTERIDGE, 1994; 



   8 

 

HALLIWELL et al., 1995; HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2002;  BANDYOPADHYAY 

et al., 2004; BERGAMINI et al., 2004;  HUANG et al., 2005; BARRETO e CORREIA, 

2005; MARCH  e SMITH, 2001) 

 

1.3.2 Ação das espécies reativas sobre macromoléculas 

 

Em sistemas biológicos, um dos focos de atuação de ERO, de ERN e de 

outras espécies reativas (Figura 3, Tabela 1) é a membrana celular (Figura 4). Além 

da membrana, que envolve a célula, as membranas das organelas intracelulares tais 

como mitocôndria, retículo endoplasmático, núcleo, etc., apresentam uma estrutura 

bilipídica e uma variedade de proteínas e açúcares (WISEMAN, 1996) (Figura 4). O 

dano celular resulta basicamente do ataque dos ERO e ERN sobre as 

macromoléculas, tais como carboidratos [(CHOH)n], DNA, proteínas e lipídios, 

conforme mostrado na Tabela 2, Figura 5 e Figura 6. 
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Figura 3.  Fontes e  respostas ce lu lares  às  espécies  Reat ivas de Oxigênio  
(ERO) ,  de Ni t rogênio (ERN) ,  der ivados de Enxofre  (ERS) ,  de  Cloro (ERCl) ,  de  
carbono (ERC)  e  meta is  de t ransição (M n + ) .   
Oxidantes são gerados a partir do metabolismo normal como na mitocôndria, em peroxissomas e em 
uma variedade de enzimas citosólicas. Existem diversas fontes exógenas de produção de ER. O 
sistema de defesa anti-oxidante enzimático e não enzimático, quando eficientes, mantém a 
homeostase fisiológica e quando estão ineficientes, permitem a instalação do estresse oxidativo, 
representado pelo dano celular em macromoléculas como o DNA, proteínas e lipídios, que se 
expressam clinicamente como envelhecimento ou doença. Fonte: Adaptado de FINKEL e 
HOLBROOK, 2000. 

Fontes Endógenas de ER 
Mitocôndrias 
Peroxissomas 
Lipoxigenases 
NAD(P)H Oxidase 
Citocromo P450 
Citocinas Inflamatórias 

ERO                     ERN                  ERS      metais de transição          ERCl            ERC        
O2

•−      1O2         NO•   NO2Cl        RS•        Fe, Cu                            HOCl            CO3
•−  

H2O2       O3        NO2
•  ONOO-                    Mn                                  NO2Cl           R2C=O3

* 

•OH     HOCl 
CO3

•− 

R2C=O3
* 

HOMEOSTASE 
Crescimento e Metabolismo 
normal 

Defesa AO eficiente e/ou 
Controle na produção de ER  

Defesa AO ineficiente e/ou 
descontrole na produção de ER  

Prejuízo 
Função 
Biológica 

Defesa Antioxidante 
Sistema Enzimático 
Superoxido dismutase, Catalase, 
Glutationa Peroxidase 
Sistema não Enzimático 
Glutationa, Carotenóides,    
Tocoferóis, Vitamina C,     
Flavonóides, Outros 

Dano 
     Celular 
 

ESTRESSE 
OXIDATIVO 

DNA 
Proteínas 
Lipídios 

Doença 

Envelhecimento 

Fontes Exógenas de ER 
Raios UV 
Radiação Ionizante 
Quimioterápicos 
Xenobióticos 
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Citoplasma 
(A)Xantina oxidase, hemoglobina, riboflavina, catecolaminas. 
Metais de transição Fe++(+) e Cu+(+) 

(B) Vit. C, GSH, CuZn SOD, GPx, GST, Ferritina, Metalotioneína 
Núcleo 
(B) Vit E, GSH, MnSOD, GST, GPx e Metalotioneína 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Célula (de cellsalive.com, com permissão) 

Membrana Celular, 
(A) prostaglandina sintase 
lipoxigenase, NAD(P)H oxidase 
(B) Vitamina E, βcaroteno 
 

 
Retículo endoplasmático e 
Lisossomas 
(A) citocromo P450, enzimas 
hidrolíticas dos lisossomas 
(B) Vit. E, β-caroteno  
 

 
 
 
 
Peroxissomas 
(A) Oxidases e 
flavoproteínas 
(B) Catalase 

 
Complexo de Golgi 
(B) Vit E, β-caroteno, GSH, GST, GPx 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Mitocôndria 
(A) Cadeia de transporte de elétrons 
(B) Vit. E, GSH, MnSOD, GPx 

Figura 4.  Fontes celu lares de espécies reat ivas (ER)  e  Distr ibuição dos ant i -oxidantes  
(A) Fontes celulares de ERO e ERN e outras, por ação de várias enzimas. A capacidade de uma via específica produzir ER varia com o tipo de célula e com 
o dano em curso; por exemplo na fagocitose as NAD(P)H oxidases da membrana de neutrófilos e macrófagos são particularmente ativadas e reduzem O2 a 
O2

•.⎯ .  
(B) Distribuição dos anti-oxidantes, enzimas de desintoxicação e proteínas de ligação a metais de transição que compreendem o sistema de defesa dentro 
das membranas e organelas celulares. 
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Tabela 1 .  Natureza,  geração e  dest ino de espécies radica lares (ou seus intermediár ios)  b io logicamente  importantes 
Espécies Derivadas do Oxigênio 
Ânion 
superóxido 
O2

•− 

Gerado continuamente por diversos processos celulares (cadeia de transporte de elétrons na mitocôndria, no microssomo, através enzimas como 
xantina oxidase e NADPH oxidase), ou pela redução monoeletrônica de O2 
Rapidamente desaparece em solução aquosa por reação de dismutação: 
O2

•− + O2
•− + 2H+                H2O2 + O2  

 
Em solução aquosa é um forte agente redutor. Sua habilidade em reduzir Fe3+ a Fe2+ pode acelerar a reação de Fenton: 
O2

•−   +  Fe 3+                  Fe 2+ +  O2                  
Em solução aquosa é um oxidante fraco, porém pode formar ERN 
O2

•− + NO•                       ONOO⎯ 

As membranas são permeáveis ao O2
−•. Em fagócitos, como neutrófilos e macrófagos, é um dos microbicidas mais importantes. 

Peróxido de 
Hidrogênio 
H2O2 

Intermediário formado pela reação de dismutação de O2
•− catalisada pela enzima SOD, pela redução de 2 e− na molécula de O2 e pela ação de 

diversas enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. 
É muito difusível dentro e entre as células in vivo 
É um fraco agente oxidante e um fraco agente redutor, reage lentamente com tióis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteínas heme e 
peroxidases para iniciar reações radicalares e peroxidações lipídicas. 
Em presença de metal de transição gera •OH, através da reação de Fenton 
Fe2+ + H2O2                    Fe3+ +  -OH + •OH  

Radical 
Hidroxila 
•OH 

É o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez formado, o organismo humano não dispõe de mecanismo de defesa; reage 
com uma série de endobióticos; causa modificação no DNA (com modificação das bases e quebras das fitas), danos nas proteínas e inativação 
enzimática, peroxidação lipídica. Âmbito limitado de ação (poucos diâmetros moleculares).  

Radicais  
Peroxila (RO2

•) 
Alcoxila (RO•) 

Formados durante a decomposição de peróxidos orgânicos e por reações de carbono radicalar com oxigênio, como na peroxidação lipídica. 
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Cont Tabela 1 
Oxigênio 
singlete 1O2*   

Estado eletronicamente excitado do oxigênio, produzido por reações fotoquímicas ou por outras radiações; reage com um grande número de 
moléculas biológicas, incluindo lipídeos da membrana, iniciando processos de peroxidação. 
O oxigênio singlete (1O2*) pode ser gerado, entre outras reações, por transferência de energia a partir de um sensibilizador S, no estado excitado 
tripleto (3S*) (porfirinas, clorofila e riboflavina) para o oxigênio. O sensibilizador S absorve energia e deixa o estado fundamental singlete (S), 
passando para o estado excitado singlete (1S*), a partir do qual é convertido, por cruzamento intersistema, para o estado excitado triplete (3S*). 
S                                   1S*                         3S* 
 
3S*                            3O2*                          S  +  1O2*   

Ozônio O3 Produzido no ar atmosférico poluído e por fonte de luz intensa de algumas fotocopiadoras e outros equipamentos. 
É extremamente danoso ao pulmão, oxidando rapidamente proteínas, DNA e lipídeos. 
 

Espécies Derivadas do Nitrogênio e Cloro 
Ácido 
hipocloroso 
HOCl 

Espécie não radicalar, membrana-permeável, oxida um grande número de compostos biológicos, como tióis e tioéteres, aminas, fenóis e ligações 
insaturadas; mais seletivo do que o radical hidroxila; oxida  ferro e proteínas. 
Produzido por fagócitos ativados, reage com O2

•− para formar •OH  
É produzido no miocárdio, como resultado de invasão de células inflamatórias 
HOCl + O2

•−                              •OH + -OH + O2 
 

Óxido nítrico ou  
monóxido de 
nitrogênio 
NO• 

Sintetizado nos organismos vivos pela ação da enzima óxido nítrico sintase (eNOS) que converte o aminoácido L-arginina a NO• + L-citrulina. 
É um radical abundante que age em uma variedade de processos biológicos, incluindo relaxação muscular, neurotransmissão e regulação imune. 
Originalmente identificado como fator relaxante derivado do endotélio (“endothelium-derived relaxing factor”: EDRF) é um potente vasodilatador, 
envolvido na regulação da pressão arterial. Difunde-se rapidamente entre e dentro das células. 
Quando exposto ao ar reage com oxigênio para formar NO2

• 
2 NO• + O2                  2 NO2

•  
Reage rapidamente com O2

•− e produz o intermediário ONOO⎯ 
O2•− + NO•                     ONOO⎯ 
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Cont. Tabela 1 
Dióxido de 
nitrogênio 
NO2

• 

Formado a partir da exposição de NO• ao ar ou da protonação de peroxinitrito 
2 NO• + O2                  2 NO2

• 

Potente iniciador da peroxidação lipídica em fluidos biológicos 
Cloreto de nitrila 
NO2Cl 

Formado a partir de misturas de NO2
-e HOCl.  

Oxidante, agente de cloração e de nitração, pode inibir fosforilação dependente de quinase de resíduos de tirosina, provoca a cloração de resíduos 
de tirosina (3-clorotirosina é considerada biomarcador)  

Peroxinitrito 
ONOO⎯ 

Intermediário formado pela reação 
O2•− +  NO•                        ONOO⎯ 
Instável, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades semelhantes ao radical hidroxila; causa danos a muitas moléculas biológicas, 
inclusive a grupos S-H das proteínas, provoca hidroxilaçao e nitração de compostos aromáticos. 
Forma •OH independente da presença de metal de transição. 
ONOO⎯ + H+               •OH + NO2.  
Após protonação, rearranja-se para nitrato (NO3

−) e interage com bicarbonato (CO2/HCO3
−), com alteração de sua reatividade. 

ONOOH     [NO2
•  •OH ]                    NO3

− 
 
Em presença de CO2, o peroxinitrito forma o peroxicarboxilato nitroso, que rapidamente se decompõe, segundo as etapas 1 e 2. O CO2 está 
presente em elevada concentração no compartimento  intra e extracelular, o que favorece a  formação do CO3

•− em presença de ONOO⎯ 
ONOO⎯ + CO2             ONOOCO2

−              NO2O CO2
− 

(1) NO2OCO2
−                NO3

− + CO2 (65%) 
(2) NO2OCO2

−                        NO2 + CO3 (35%) 
O ânion radical carbonato formado é mediador de diversas reações de oxidação e nitração. 

Cloraminas Oxidantes mais suaves e de vida mais longa que HOCl, reage com tióis, tioéteres, centros metálicos de ferro. Toxicidade variável, dependendo da 
polaridade e da permeabilidade da membrana; cloraminas de α-aminoácidos sofrem degradação para aldeídos potencialmente tóxicos. 

Espécies Derivadas do Enxofre 
Radical tiíla 
RS• 

Denominação genérica para um grupo de radicais com o elétron desemparelhado, residindo no enxofre. Formado quando um grupo tiol (RSH) 
reage com uma espécie radicalar (•C, •OH, RO•, RO2

•, O2
•− , NO2

• ou com metais de transição). 
Miscelâneos e metais  

Fe, Cu, Mn,  
 

Catalisam reações de radicais livres 
Fe2+ em presença de O2 gera O2

•−, que, por sua vez, pode reduzir Fe3+ a Fe2+ 

Fe2+  + O2             Fe 3+   + O2
•−     

Fe2+ em presença de H2O2  gera •OH (reação de Fenton) 
Fe2+  +  H2O2                 Fe3+  +  OH−  +  OH•  
Fe3+ em presença de H2O2 gera O2

•− 
Cu2+ e Mn2+ também catalisam a dismutação de O2

•− em H2O2
. 

OBS: em sistemas biológicos, pH fisiológico (7,4), o Fe2+ só existe transientemente antes de se auto-oxidar ao estado férrico Fe3+ 
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Tabela 2.  Atuação das pr incipais  espécies radica lares (ou seus intermediár ios)  sobre  endobiót icos 
Endobiótico Sumário das reações mais importantes 
Açúcares 
(CHOH)n 

•OH reage com (CHOH)n por abstração randomizada de um átomo de H de um dos átomos de C, produzindo um radical centrado no carbono. Isto 
leva à quebra da cadeia de importantes moléculas, tais como o ácido hialurônico. 

Ácidos 
Nucléicos 

ERO, principalmente •OH, atacam o açúcar desoxirribose (principalmente em 4’ e/ou 5’) e as bases purínicas (adenina e guanina) e pirimidínicas 
(timina, citosina e uracila), com ataque preferencial à guanina, gerando 8-hidroxi- ou 8-oxoguanina, mutagênicas. Como resultado, ocorre a quebra da 
cadeia do DNA, a ligação cruzada entre as fitas e modificações nas suas bases levando a mutações e apoptose.  

Proteínas As proteínas têm muitos sítios reativos. Durante o estresse oxidativo, o primeiro evento é a formação de um radical centrado no carbono, por extração  
de H• do carbono α, em uma ligação peptídica, daí, ocorre fragmentação das cadeias e oxidação de quase todos os tipos de aminoácidos, com 
produção freqüente de compostos carbonilados, particularmente a partir de prolina, arginina e lisina (Figura 6). Essa modificação (conteúdo em 
proteínas carboniladas) é facilmente mensurável. Adicionalmente, proteínas podem conter sítios de ligação com metais que são especialmente 
susceptíveis a reações reversíveis de oxidação e redução, as quais podem produzir uma seqüência de sinais que podem ser reconhecidos por 
proteases celulares específicas que degradam tais proteínas. Muitas proteínas intracelulares têm grupos sulfidrila reativos em resíduos de cisteína, 
que podem ser oxidados a dissulfeto ou ácidos cistéicos, que podem ser novamente reduzidos metabolicamente. Similarmente, muitas proteínas têm 
um aminoácido metionina que pode sofrer modificação reversível a sulfóxido ou sulfona. Os aminoácidos aromáticos formam quinurenina, grupos 
catecólicos e polímeros. Há formação de produtos de adição com peróxidos lipídicos e com hidroxialdeídos derivados de lipídeos insaturados. 

Lipídios A peroxidação lipídica é causada pelo ataque de uma ER (geralmente •OH) que abstrai um átomo de hidrogênio (H•) de um grupo metileno alílico, 
normalmente, de um ácido graxo poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono, caracterizando a etapa de iniciação. Este radical é 
usualmente estabilizado por rearranjo molecular formando um dieno conjugado. Sob condições aeróbicas, o carbono radicalar do dieno conjugado, 
reage com O2 (que é uma molécula hidrofóbica e, portanto se concentra no interior das membranas) e forma o radical peroxila. Este radical peroxila é 
capaz de abstrair H• de moléculas de lipídios adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage com O2 e forma outro radical peroxila e 
assim sucessivamente, caracterizando a reação em cadeia da etapa de propagação. O radical peroxila combina-se com o H• abstraído gerando o 
lipídio hidroperóxido (LOOH) que se acumula no interior da membrana, como malonaldeído e 4-hidroxinonenaldeído, entre outros. Na decomposição 
dos hidroperóxidos lipídicos são gerados radicais peroxila e alcoxila através da reação de Fenton. A terceira e última etapa da peroxidação lipídica, a 
etapa de terminação se instala com a neutralização dos radicais formados por ação de anti-oxidantes lipossolúveis (α-tocoferol, β-caroteno, NO•) ou 
pela reação de dois radicais lipídicos formando produtos não radicalares. Nos sistemas biológicos, a peroxidação lipídica pode ocorrer por via 
enzimática (ciclooxigenases e peroxidases) e por via não enzimática (auto-oxidação) cujo mecanismo supracitado envolve a participação de espécies 
reativas de oxigênio, metais e outros radicais livres. Pode ocorrer peroxidação de estruturas supramoleculares, como em fosfolipídeos e em 
agregados de lipoproteínas. Todas estas modificações oxidativas causam mudanças nas propriedades físicas e químicas das membranas, alterando 
sua fluidez e permeabilidade com expansão do líquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das organelas, com conseqüente 
morte celular. Reações envolvendo os vários intermediários entre si, levam a novos produtos, por exemplo, malondialdeído (MDA) reage com o grupo 
amina de purinas e HNE reage com guanosina (Figura 5). 
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Figura  5 .  Reações de peroxidação l ip íd ica  e  estruturas de a lguns de seus 
produtos .  Fonte :  Adaptado de HALLIWELL &  GUTTERIDGE (1999) .  
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Figura 6.  O ataque oxidat ivo em prote ínas.  
É in ic iado por  �OH,  or iundo da rad ió l ise  da  água ou  de  quebra  ca ta l i sada por  
meta l ,  com abs t ração de  H do  carbono α  e  fo rmação de  rad ica l  cent rado no 
carbono ( reações  a ,  b ,  e  c ) .  Esse radical reage rapidamente com O2 e forma o intermediário 
alquilperoxila (reação d) que, por sua vez, em presença de �OH, forma o radical alquilperóxido, e, em 
seguida, o radical alcoxila (reações f e h). A partir desse radical alcoxila segue-se a etapa de quebra 
das ligações peptídicas seja pela via de diamina ou por α-amidação. O radical alcoxila pode ser 
convertido a um derivado protéico hidroxilado em presença de �OH ou de metal de transição (reações 
j e i). Metais de transição como Cu+ (não mostrado) e Fe2+ podem atuar como catalisadores 
(reações e e g, além de i). Fonte: Extraído de BERLETT e STADTMAN, 1997. 
 

Existe forte evidência de que o estresse oxidativo tem importância capital nos 

processos de envelhecimento, transformação ou morte de células, com 

conseqüências diretas em muitos processos patológicos, entre eles, a indução do 

câncer e a propagação de AIDS em pacientes soropositivos (HIV+), bem como na 

fisiopatologia de muitas doenças crônicas, tais como doenças cardiovasculares, 

câncer e doenças do pulmão (Tabela 3) (GUTTERIDGE, 1993; PAGANO et al., 

1998; ZWART et al., 1999; GUERRA, 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).  
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Tabela 3.  A lgumas doenças re lac ionadas ao estresse oxidat ivo 

Doença Natureza do envolvimento com ER 
Aterosclerose, Síndrome de Bloom, 
Síndrome de Down, Kwashiorkor, 
Doença de Keshan  

Falha ou consumo excessivo de defesas anti-
oxidantes. 

Doença de Parkinson, estados tóxicos 
causados por álcool, fumo, CCl4. 

Uso de fármacos e toxinas. Na doença de 
Parkinson, as toxinas produzidas estariam 
envolvidas com a produção de ER. 

Doença de Alzheimer, Asma, Artrite 
Reumatóide, Asbestose, Síndrome de 
Insuficiência Respiratória do Adulto 

Produção de O2¯
�, H2O2 e HClO, por células 

fagocíticas ativadas. 

Esclerose múltipla Perturbação morfológica da célula. As 
hemácias se tornam mais susceptíveis à ação 
das ER. 

Doença granulomatosa crônica Defeito genético no sistema anti-oxidante. 
Diabetes mellitus, anoxia, injúria da 
reperfusão, pré eclampsia 

Oxidação anormal de substratos ou mudanças 
na concentração de oxigênio. 

Hipertensão Arterial Sistêmica Produção de O2
• por NAD(P)H/NADPox. 

Hemocromatose idiopática, anemia 
falciforme, talassemia, doença de 
Wilson 

Transferência de elétrons ao oxigênio por 
metais de transição. 

Doença granulomatosa crônica, 
Deficiência de enzimas anti-oxidantes 
(p.ex. Acatalassemia)  

Defeito genético no sistema anti-oxidante. 

Fonte: Adaptado de GUTTERIDGE, 1993; ZWART et al., 1999; PAGANO et. al, 1998; GUERRA, 
2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002. 
 

 

Entre as doenças cardiovasculares, vale comentar que, na última década o 

papel de ER no sistema cardiovascular tem sido objeto de muito interesse e de 

pesquisas (PARAVICINI e TOUYZ, 2006). A atuação das ERO e ERN sobre o 

sistema cardiovascular envolve a regulação e a diferenciação celular, a modulação 

de matriz extra-celular, a inativação de NO• e a estimulação de muitas cinases 

(SAMPAIO e SANTOS, 2004; TOUYZ e SCHIFFRIN, 2004). Muitos destes efeitos 

estão associados com a HAS, que por sua vez, possui uma rede complexa e 

importante de mecanismos relacionados à presença de ERO e ERN, que reunidos, 

explicam a hipótese oxidativa da HAS, discutida a seguir. 
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1.4. Hipótese oxidativa da HAS 

 
 

A HAS é uma condição caracterizada por disfunção endotelial, um fenômeno 

que, apesar de discutido se primário ou secundário à HAS (RIZZONI, 2002), tem 

uma importância fundamental na sua gênese e manutenção, e se acompanha de 

mudanças estruturais (hipertrofia da parede arterial e aumento da razão 

parede/lumen) e funcionais (síntese e liberação de fatores vasoativos) do sistema 

vascular em resposta a mudanças nas condições hemodinâmicas. Na disfunção 

endotelial da HAS, o papel central reside no impedimento do vaso-relaxamento 

causado pela menor bioatividade do NO• na parede vascular, devido, inclusive, ao 

estresse oxidativo, que, como citado anteriormente, resulta do desequilíbrio entre os 

sistemas anti-oxidante e pró-oxidante, prevalecendo a ação deletéria de ERO ou 

ERN sobre células, tecidos e órgãos (REV SOCESP, 1996; ABREU et al., 2002; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; LAURINDO et al., 1998; RAMACHANDRAN et 

al., 2002; CHAMPLAIN et al., 2004;  BANDYOPHADHYAY, 2004; FERRONI et al., 

2006). 

O aumento da resistência vascular periférica (RVP), observado na HAS, deve-

se, principalmente à redução no diâmetro do lúmen das artérias, devido à resistência 

aumentada. Considerando que a resistência é inversamente proporcional a quatro 

vezes o raio, uma pequena mudança no diâmetro pode ter um impacto significativo 

na resistência vascular. As pequenas artérias e arteríolas, submetidas às mudanças 

estruturais e funcionais, determinam a HAS (REV SOCESP, 1996; FERRONI et al., 

2006). 

O estresse oxidativo vascular é caracterizado pela superprodução do ânion 

radical superóxido (O2�¯) (McINTYRE et al., 1999; WARD et al., 2003; PORTALUPPI 

et al., 2004), que inibe a atividade do NO� e reage com NO� para formar peroxinitrito 

(ONOO¯), um intermediário reativo particularmente lesivo (Equação 1), uma vez que 

é capaz de formar o radical hidroxila (�OH), independente da presença de metal de 

transição (Equação 2) (LAURINDO et al., 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; 

LASSÉGUE e GRIENDLING, 2004). 

(1) O2
�¯ +  NO�                  ONOO¯               Equação 1 

(2) ONOO¯  +  H+                   �OH + NO2    Equação 2  k ~ 1010 M-1 s-1
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A menor disponibilidade de NO� favorece uma maior atividade da Endotelina-

1 (ET-1) ou EDC, promove crescimento das células endoteliais e vasoconstrição e, 

portanto participa na patogênese do estresse oxidativo da HAS (PORTALUPPI et al., 

2004; SAMPAIO e SANTOS, 2004). 

Assim o estresse oxidativo vascular resultaria em HAS, uma vez que fatores 

vasoconstritores estariam em preponderância em relação aos fatores 

vasodilatadores. A principal fonte de O2�¯ seria o complexo enzimático NADH / 

NAD(P)Hox, que catalisa a redução do oxigênio molecular utilizando NAD(P)H como 

doador de elétrons gerando O2�¯. O sistema NADH / NAD(P)Hox é a maior fonte de 

O2�¯, nas membranas das células endoteliais e musculares lisas (PARAVICINI e 

TOUYZ, 2006; PORTALUPPI et al., 2004; TOUYZ, 2004; BESWICK et al., 2001). 

Como citado anteriormente, a patogênese da HAS envolve predisposição 

genética e exposição a fatores ambientais (fumo, hábitos alimentares, sedentarismo, 

etc), de modo que a pressão normal é mantida por uma complexa rede de sistemas 

cardiovasculares, entre eles, o balanço de sódio, vasodilatação e função renal, 

destacando-se a atividade da angiotensina II do sistema renina angiotensina 

aldosterona (SRAA). A angiotensina II (Ang II) ativa a produção de NAD(P)H ox e 

diminui a biodisponibilidade de NO� por alterar a síntese de eNOS. A ativação de 

NAD(P)H ox via receptor AT1 (receptor de Angiotensina 1) desencadeia, também, o 

processo de crescimento vascular, já que as espécies reativas geradas ativam 

cascatas proliferativas no músculo liso vascular (ROMERO e RECKELHOFF, 2000; 

RECKELHOFF ROMERO, 2003; SAMPAIO e SANTOS, 2004; WARD et al., 2003; 

VIOLI et al., 2004; PARAVINCINI  e TOUYZ, 2006). 

Existe, portanto, um mecanismo relacionado ao SRAA (Figura 7) e um 

mecanismo que independe deste sistema. Ambos explicariam o estresse oxidativo 

na hipertensão arterial (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; SAMPAIO e SANTOS, 

2004; TOUYZ, 2004; VIOLI et al., 2004). Entre eles, o que há em comum é a 

ativação da enzima NAD(P)H ox, encontrada na membrana das células musculares 

lisas do endotélio, e um predomínio do sistema pró-oxidante.  
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Figura 7-  Estresse oxidat ivo vascular  est imulado pela  angiotensina I I  
(AngI I ) .   
A produção local de Ang II estimula a NAD(P)H ox e XO que são fontes de superóxido (O2

•.) e 
provoca alterações na atividade do óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), que também, leva à 
formação de O2

-.. Esse desequilíbrio entre a formação de NO e O2
•, que, em condições fisiológicas, 

são produzidos em quantidades equimolares, leva à formação de peroxinitrito (ONOO-) e potencializa 
a oxidação do LDL (oxLDL). SOD, superoxido dismutase; Mo, monócitos. Fonte: Extraído de 
SAMPAIO e SANTOS, 2004. (Setas pontilhadas: ação de Ang II, setas cheias: sistema anti-oxidante 
enzimático). 

 

O declínio na atividade de NO• pode ser devido a quatro (4) fatores: (1) 

Diminuíção na expressão de eNOS; (2) Ausência de substrato ou cofator para 

eNOS; (3) Alteração da sinalização celular de modo que eNOS não é 

apropriadamente ativada; (4) Degradação acelerada de eNOS (CAI e HARRISON, 

2000).  

Todos estes fatores estão diretamente relacionados com ERO, cujas 

principais fontes vasculares são a NAD(P)H ox, XO, LOx, COx, e a própria eNOS 

[WATTANAPITAYAKUL e BAUER, 2001; GRIENDLING e FITZGERALD, 2003(a)] 

(Figura 8).  
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   (A) 

(B) 

Figura  8 .  (A)  Fontes de ERO na cé lu la  vascular  (B)  Pr incipais  ERO 
encontrados na cé lula  vascular  e  fontes.  
Oxidases convertem O2

 a O2
•⎯ que pode ser dismutado a H2O2 por superoxido dismutase (SOD), que 

por sua vez, pode ser convertido a H2O + O2 por catalase ou glutationa peroxidase (GSH-Px, GPx), 
ou, a •OH em presença de metal de transição (Fe2+). O2

•⎯ reage rapidamente com NO• para formar 
OONO⎯ Fonte: extraído de GRIENDLING e FITZGERALD, 2003 (a). 

 

As NAD(P)H ox são enzimas associadas às membranas que catalisam a 

redução de O2 usando NADH ou NAD(P)H como doador de elétron (Equação 3). 

Quando ativadas por forças hemodinâmicas e múltiplos agonistas vasoativos 

destacando-se Ang II (Figura 9), como na hipertensão, as NAD(P)H ox vasculares 

(isoformas encontradas na célula endotelial, fibroblastos e células da musculatura 

lisa vascular) produzem O2
•⎯ crônica (minutos a horas) e intra e extracelularmente, 

em contraste com a produção instantânea e apenas extracellular pela NAD(P)Hox 

do neutrófilo [GRIENDLING et al., 2000; ZALBA et al., 2001; GRIENDLING e 

FITZGERALD, 2003(a) e (b)]. 
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NAD(P)H + 2O2
                    2O2

•⎯ +  NAD(P)+  + H+                 Equação 3 
 
 
 

Fatores hemodinâmicos           Fatores Genéticos             Fatores Humorais 
(”shear stress”)                           (polimorfismos)                   (AII, PDGF, TNF-α) 

    
 NAD(P)H ox 

 
 

    ↑  O2
•⎯ 

 
 

↓ NO•  + ↑ ONOO⎯                                                                              ↑ H2O2 
Disfunção endotelial                                                                          Hipertrofia 
Figura 9.  At ivação de NAD(P)Hox e  conseqüências funcionais  na HAS.  
 Ang II: Angiotensina II; PDGF: Fator de crescimento derivado de plaquetas; TNF-α:Fator de necrose 
tumoral. Fonte: ZALBA et al., 2001. 

 

A xantina oxidase (XO) é uma molibdoenzima presente no endotélio vascular, 

capaz de catalisar a oxidação de hipoxantina e xantina por O2 para formar O2
•⎯, 

H2O2 e ácido úrico, e sob condições inflamatórias, como na HAS, a liberação de 

citocinas aumenta a atividade de XO, o que a torna capaz de produzir grandes 

quantidades de ERO (WATTANAPITAYAKUL e BAUER, 2001; WASSMANN et al., 

2004). O O2
•⎯ produzido por XO é gerado no espaço extracelular (Figura 8) e pode 

diminuir a biodisponibilidade de NO• (CAI e HARRISON, 2000; TOUYZ, 2000 ). 

LOx e COx são enzimas que catalisam a conversão de ácido araquidônico em 

diferentes eicosanódes e leucotrienos, os quais agem como mensageiros 

alternativos em diferentes reações celulares (PRATICÓ, 2005).  

A enzima eNOS é uma citocromo p450 redutase que requer tetra-

hidrobiopterina (BH4), ligada próximo ao seu grupo heme para transferir elétrons a L-

arginina e formar citrulina e NO•. Na ausência de BH4 e de L-arginina, eNOS pode 

produzir O2
•⎯ e H2O2. Esse fenômeno tem sido referido como desacoplamento de 

eNOS (WATTANAPITAYAKUL e BAUER, 2001; WASSMANN et al., 2004). O 

mecanismo ainda não está muito claro, mas OONO⎯ (derivado da reação entre O2
•⎯  

e NO•) pode oxidar BH4 e isto pode levar a um desacoplamento de eNOS in vivo. O 

desacoplamento de eNOS no endotélio pode levar ao estresse oxidativo e disfunção 

endotelial via três (3) mecanismos:(1) A produção enzimática de NO• é diminuída, 

permitindo que o radical possa reagir e atacar outros alvos celulares; (2) A enzima 
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produziria O2
•⎯  contribuindo para o estresse oxidativo e (3) É comum que eNOS se 

torne parcialmente desacoplada de modo que ambos, O2
•⎯  e NO•, sejam produzidos 

simultaneamente. Sob essas circunstâncias, eNOS pode tornar-se gerador de 

OONO⎯ e levar ao aumento dramático do estresse oxidativo (CAI e HARRISON, 

2000). O OONO⎯ pode ser protonado a ácido peroxinitroso (ONOOH) que, em 

baixas concentrações, pode formar nitrato (NO3
−) e próton (H+), entretanto em altas 

concentrações, o gradiente de ONOOH estabelecido entre a membrana da célula 

endotelial e o sangue facilita a sua difusão, durante a qual ONOOH sofre quebra 

homolítica e produz •OH e dióxido de nitrogênio (NO2
•) ou heterolítica produzindo 2 

fortes oxidantes: o íon hidroxila (OH−) e o íon nitronium NO2
+. Assim, O2

•⎯ , ONOOH, 

NO2
•, •OH e NO2

+, são os maiores componentes do estresse oxidativo gerado pela 

disfunção endotelial (RADI et al., 2000; MALINSKI, 2005). 

Existem outras vias de estimulação do O2
•⎯ que independem da participação 

das enzimas. Rajagopalan e colaboradores (1996) verificaram estímulo na produção 

intravascular de O2
•⎯ em ratos, mesmo com a administração de oxipurinol 

(metabólito da oxidação do alopurinol pela XO que inibe o seu sítio ativo), rotenona 

(inibidora da síntese de ATP, e, portanto, da cadeia mitocondrial de transporte de 

elétrons), indometacina (inibidor de COx), L-NAME (éster metílico da Nϖ-nitro-L-

arginina, antagonista competitivo da eNOS) e ácido nor-diidroguaiarético (inibidor da 

LOx) ( Figura 10). 

Na HAS, a participação das forças mecânicas estimulando a produção de 

ERO e ERN e modulando a produção de NO• e, portanto, determinando o estresse 

oxidativo, tem sido bem estabelecida. Forças hemodinâmicas resultantes do fluxo 

sanguíneo incluem o “shear stress” (força tangencial friccional produzida pelo fluxo 

sanguíneo sobre a superfície endotelial) e a força pressórica, que age 

perpendicularmente na parede endotelial, de modo que o estresse mecânico a que 

os vasos sanguíneos são continuamente expostos implicam numa também contínua 

remodelação vascular. Sob estímulo fisiológico p. ex., no exercício físico, na 

regulação do processo de remodelação favorece a perfusão sanguínea adequada 

para os tecidos e órgãos e envolve apenas a camada endotelial, porém em vasos 

sob injúria, como na HAS, este processo é danoso e afeta além do endotélio, as 

células da musculatura lisa vascular. Além disso, o fluxo sanguíneo laminar se altera 

na HAS e torna-se turbulento: o “shear stress” do cisalhamento laminar tem efeito 
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predominantemente anti-oxidante estimulando a expressão de eNOS, e das enzimas 

anti-oxidantes SOD (citosólica e extracelular), GPx, promovendo remodelação 

fisiológica, vasodilatação etc; em contraste, o  shear stress do cisalhamento  

turbulento ou oscilatório está associado com  a produção sustentada de  O2
•⎯ (REV. 

SOCESP, 1996; MALINSKI, 2005; PARAVANCINI  e TOUYZ, 2006). 
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Figura 10.  Estrutura  do ác ido nor-d i idroguaiarét ico (A) ,  indometacina (B)  e  
L-NAME (C) .   
 

Apesar de elucidados muitos mecanismos, há necessidade de se estabelecer 

se pacientes com HAS têm sinais sistêmicos de estresse oxidativo e o impacto deste 

fenômeno na progressão da doença. Nesse sentido, verificar o estado anti-oxidante 

e indicadores de dano oxidativo em hipertensos reveste-se de grande importância. 

Além disso, o reconhecimento da relação entre doenças, processo de 

envelhecimento e morte celular e estresse oxidativo tem estimulado estudos de 

marcadores de dano oxidativo e de substâncias anti-oxidantes em sistemas 

biológicos.  
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1.5 Biomarcadores do balanço redox em sangue: Métodos gerais de análise e 

quantificação. 

 
 

Segundo Zwart e colaboradores (1999) e Labaer (2005), os biomarcadores 

têm características passíveis de avaliação e mensuração, como indicadoras de 

processos biológicos normais, processos patogênicos ou de resposta farmacológica 

a uma intervenção terapêutica. Como tal, refletiriam as mudanças em sistemas 

biológicos relacionadas à exposição ou aos efeitos de xenobióticos, ou outros tipos 

de fatores ou ainda, a materiais tóxicos (aqui incluiríamos aqueles relacionados a 

doenças). Eles podem ser classificados, segundo os mesmos autores, como:  

(a) biomarcadores de exposição,  

(b) biomarcadores de efeito, 

(c) biomarcadores de susceptibilidade.  

O biomarcador ideal deve reunir as seguintes características:  

1) mostrar alta especificidade para o efeito de interesse,  

2) refletir o efeito desde o início, 

3) ser passível de determinação e análise fáceis e de baixo custo,  

4) ser Analisado por técnica não invasiva, de alta sensibilidade, no 

fluido biológico em foco. 

Deve existir uma relação bem estabelecida entre a concentração do 

biomarcador e a exposição ao agente, ao dano induzido e à susceptibilidade 

pesquisada. 

É útil ressaltar que a área de biomarcadores encontra-se em desenvolvimento 

exponencial e não há qualquer pretensão, de analisá-la em profundidade.   

No caso de estresse oxidativo, os marcadores de balanço redox, não 

invasivos, refletiriam o dano causado pelas ERO e ERN sobre o sistema biológico e 

a eficiência da defesa anti-oxidante de contrapartida. Em se tratando desses 

biomarcadores, há um esforço mundial para sua validação multilaboratorial. 

Trabalhos de colaboração internacional, em andamento, liderados por M. Kadiiska 

utilizaram modelo murino, após envenenamento por CCl4, com pesquisa em sangue, 

plasma e urina de ratos tratados, segundo protocolos bem estabelecidos [KADIISKA 

et al., 2002; KADIISKA et al., 2005(a); KADIISKA et al., 2005 (b)].  

 



  26 

 

 

A sistematização, seja em termos da escolha do biomarcador, seja em 

relação aos métodos de análise ainda necessita de anos de estudos e esforços 

concentrados. 

Nessa revisão, dar-se-á ênfase à caracterização de alguns deles, em sangue 

humano, e em técnicas de análise mais empregadas para quantificação dos 

mesmos. Outros fluidos biológicos, como urina e saliva, são também utilizados em 

tais análises e, até mesmo o próprio ar expirado, que traria informações de produtos 

voláteis de peroxidação lipídica (ZWART et al., 1999), contudo, eles não fazem parte 

do escopo do presente trabalho. 

O sangue total é constituído de elementos figurados que são os eritrócitos, os 

leucócitos e as plaquetas ou fatores da coagulação. O plasma constitui-se da parte 

líquida do sangue separada das células sanguíneas e o soro relaciona-se ao plasma 

sem os fatores de coagulação, tais como fibrina (BURTIS e ASHWOOD, 2002).  

O sangue humano é uma excelente fonte de marcadores in vivo de estresse 

oxidativo, uma vez que nele são transportados e redistribuídos anti-oxidantes e 

endobióticos modificados por ação de ERO e ERN. O plasma humano é considerado 

a amostra biológica única, potencialmente mais informativa, já que, obtida de um 

indivíduo, pode descrever seu estado de saúde no momento da coleta (JACOBS et 

al., 2005). Pode ser obtido em larga escala, com uma quantidade relativamente 

grande de proteínas (em mg), disponível para estudo de numerosas condições e 

estados de saúde (ANDERSON e ANDERSON, 2002). 

A análise do balanço redox pode ser feita em soro, e/ou plasma e/ou 

eritrócitos (hemácias).  

O sistema anti-oxidante sanguíneo é classificado em enzimático e não 

enzimático. O enzimático é representado, principalmente, pelas enzimas anti-

oxidantes: a superóxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutação do ânion radical 

superóxido (O2
⎯�) a peróxido de hidrogênio (H2O2) e O2 (Equação 4), a catalase 

(CAT) que atua na decomposição de H2O2 a O2 e H2O (Equação 5) e a glutationa 

peroxidase (GPx), que atua sobre peróxidos em geral, com utilização de glutationa 

como co-fator (Equação 6).  

O sistema anti-oxidante não enzimático é formado por muitas substâncias, 

com destaque para a glutationa (GSH), principal composto anti-oxidante intracelular, 

tocoferóis, ascorbato, ácido úrico e β-caroteno, além de proteínas de transporte de 
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metais de transição, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina 

(transporte do cobre e redução do ferro para ser captado pela transferrina) 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). Os metais de transição são potenciais 

formadores de espécies reativas através da reação com outros compostos, uma vez 

que têm facilidade em sofrer reações redox. Decorre, daí, a necessidade de serem 

transportados associados a proteínas, impedindo que essas reações ocorram. 

 

        2 O2
�  + 2H+     

S. O. D.
         H2O2  +  O2                                   Equação 4 

        2 H2O2           
catalase

           2 H2O  +  O2                                   Equação 5 
      2 GSH + H2O2             GPx                       2 H2O  + GSSG                              Equação 6 

 
O sistema anti-oxidante enzimático e a glutationa estão presentes em maior 

quantidade no meio intracelular (Figura 4), com utilização do eritrócito para sua 

análise. O sistema não enzimático está, principalmente, no meio extracelular em 

plasma e em soro, onde circulam importantes anti-oxidantes, a exemplo das 

Vitaminas C, E, β-caroteno, etc, bem como biomarcadores do dano causado por 

ERO e ERN e outros (Tabela 1), como o malondialdeído (MDA), e outros derivados 

da peroxidação lipídica das membranas celulares (Tabela 2).  

As substâncias envolvidas no binômio anti-oxidante – pró-oxidante 

caracterizam o ambiente redox biológico e, podem ser quantificadas associando às 

técnicas bioquímicas tradicionais, técnicas cromatográficas, espectrofotométricas e 

eletroanalíticas (GHISELLI et al., 2000; POLIDORI et al., 2001; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). Tal combinação possibilita relacionar o balanço redox 

avaliado em indivíduos, com diferentes aspectos demográficos, clínicos e 

nutricionais, surgindo assim uma importante ferramenta no estudo de fenômenos 

biológicos vinculados ao estresse oxidativo.  

No que se refere aos anti-oxidantes, alguns autores defendem o estudo da 

capacidade anti-oxidante total (CAOT), ao invés de análise de anti-oxidantes 

isolados, uma vez que há dificuldade em medir cada anti-oxidante isoladamente e 

principalmente devido à interação que existe entre eles no plasma ou soro 

(GHISELLI et al., 2000). Na análise da CAOT, leva-se em conta a ação acumulativa 

de todos os anti-oxidantes presentes; obtém-se, com ela, um parâmetro integrado, 

capaz de revelar nuanças acerca do delicado equilíbrio redox existente in vivo. A 

medida de CAOT em plasma auxilia na avaliação dos fatores nutricionais, 
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fisiológicos e ambientais do estado redox em seres humanos (GHISELLI et al., 

2000). Por outro lado, a análise de anti-oxidantes ou marcadores de dano, 

adequadamente escolhidos, isolados, pode facilitar a compreensão do balanço 

redox específico da situação em estudo, p.ex., o peroxinitrito (ONOO-) em doença 

vascular. Outro aspecto é a dualidade das informações obtidas: um aumento da 

CAOT não é, necessariamente, uma condição desejável (p.ex., verificado em 

pacientes com insuficiência renal crônica), nem indesejável, uma vez que pode 

ocorrer quando há uma diminuição na produção de ERO e ERN (p.ex., em ratos 

submetidos à restrição calórica) (PRIOR e CAO, 1999). O mesmo raciocino se aplica 

a um marcador isolado. 

 

1.5.1 Enzimas anti-oxidantes 

 

1.5.1.1 Superóxido dismutase (SOD) 

As principais formas de superóxido dismutases (EC 1.15.1.1), encontradas 

em humanos são a Cu/ZnSOD localizada no citosol, lisossomas, núcleo, espaço 

entre mitocôndria e outras membranas internas da célula, a MnSOD localizada na 

mitocôndria (Figura 4) e a ECSOD localizada no espaço extra celular (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). 

A maioria das análises de SOD é realizada, verificando-se a atividade de SOD 

indiretamente, geralmente, por adição ao eritrócito do sistema xantina - xantina 

oxidase (Figura 11) como fonte de O2
⎯� e um composto que seja reduzido pelo O2

⎯� 

(THÉROND et al., 2000; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002) como, por exemplo, o 

2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT, C19H13ClIN5O2.x H2 O, 

M.M. 505,7) (Figura 11). O O2
⎯� transfere um elétron ao INT (Figura 11) e produz 

formazana detectada em espectrofotômetro a 505 nm. A atividade da enzima é 

medida a partir do grau de inibição da reação a que o eritrócito foi submetido e os 

valores são expressos em unidades por grama de hemoglobina (U/g Hb). A inibição 

da formação do cromógeno é proporcional à atividade de SOD presente na amostra. 

Nessa técnica, uma inibição de 50% é definida como uma (1) unidade de SOD 

(MISHA e FRIDOVICH, 1972; MCCORD e FRIDOVICH, 1969; GAETA et al., 2002; 

NETTO et al., 2004). 



  29 

 

N

N N

N

HH

H

O

O

 
XANTINA 

N

NN

N

I

NO2

+

 
INT 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto 
de feniltetrazol 
 

N

N

N

I

N
H

NO2

FORMAZANA 
 
F igura 11.  Estruturas das substâncias ut i l izadas para  dosagem de SOD.  
 

1.5.1.2 Catalase (CAT) 

A catalase (EC 1.11.1.6), cujo grupo prostético é heme, está localizada no 

peroxissoma, a principal organela responsável pela desintoxicação celular e pela 

oxidação de ácidos graxos de cadeia longa, fonte inesgotável de H2O2. A catalase 

também é encontrada nas mitocôndrias, apenas das células do tecido cardíaco 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).  

Os dois caminhos mais utilizados para o estudo de sua atividade referem-se à 

medida do decaimento na concentração de H2O2 e da geração do oxigênio 

(THÉROND et al., 2000; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). A leitura do 

decaimento de H2O2 é feita por espectrofotometria no ultravioleta a 240 nm. Os 

valores de CAT também são expressos em unidades por grama de hemoglobina 

(U/g Hb). Uma (1) unidade de CAT corresponde à atividade da enzima requerida 

para o consumo de 1 μmol de H2O2 em 1 minuto (AEBI, 1984). 
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1.5.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx) 

A família de GPx (EC 1.11.1.19) catalisa a redução de H2O2 e outros 

peróxidos a água ou álcool. Constitui-se de quatro (4) formas: GPx 1 ou clássica, 

encontrada no citosol de todas as células do corpo; GPx 2 ou gastrointestinal 

específica do trato gastrointestinal; GPx 3 ou plasmática ou extracelular encontrada 

no fluido do revestimento interno do pulmão e no leite materno, além do plasma em 

mamíferos e a GPx 4, que atua sobre peróxidos  de ácidos graxos nas membranas e 

lipoproteínas, reduzindo, também, o hidroperóxido timina formado como 

conseqüência do ataque das espécies reativas na base timina do DNA (RAYMAN, 

2000; CZUCZEIKO et al., 2003). A família de GPx integra o grupo de 

selenoproteínas, que têm como sítio ativo o selênio (Se), obtido da dieta ligado à 

metionina em alimentos de origem vegetal (selenometionina) e ligado à cisteína em 

alimentos de origem animal (selenocisteína), porém, existem enzimas glutationa 

peroxidases não dependentes de selênio, discutida no item 1.5.1.5. O Se é 

reconhecidamente um nutriente anti-oxidante, com recomendações de obtenção na 

dieta considerando sua atividade anti-oxidante e nutricional (AMAYA-FARFAN et al., 

2001).  

No organismo humano, a selenometionina ocupa o lugar da metionina nas 

proteínas e a selenocisteína é constituinte das selenoproteínas (selenocisteína é a 

forma na estrutura primária de todas as selenoproteínas, inclusive GPx) (BURK e 

LEVANDER, 2002). Uma (1) unidade de GPx corresponde à atividade de enzima 

necessária para converter um (1) μmol de NAD(P)H a NADP+ em 1 minuto. Como as 

demais enzimas anti-oxidantes, os valores de GPx são expressos em unidades por 

grama de hemoglobina (U/g Hb) (PAGLIA e VALENTINE, 1967) . 

Um método muito utilizado para avaliar a atividade de GPx em eritrócitos 

consiste em adicionar ao lisado de hemácias, uma mistura contendo NAD(P)H, GSH, 

GR, EDTA (agente quelante que tem também a função de impedir a oxidação de 

GSH a GSSG) e tampão fosfato. Uma alíquota da mistura é adicionada ao 

hemolisado, mantido em banho-maria a 37 °C durante 1 minuto, sendo em seguida 

adicionado H2O2 ou hidroperóxido orgânico para iniciar a reação (Figura 12), que é 

acompanhada em espectrofotômetro.  

O método é similar àquele tradicional de MILLS (MILLS, 1957; MILLS e 

RANDHAL 1958) que mede a velocidade de oxidação de GSH por H2O2 catalisada 
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por GPx  presente no hemolisado. O consumo de GSH é medido, mantendo em 

concentrações constantes a GR e o NAD(P)H que converte imediatamente a GSSG 

produzida em GSH. Portanto, a análise de GPx pode ser feita adicionando-se GSH, 

GR, NAD(P)H e um peróxido para dar início à reação (t-BOOH, p. ex.), sendo 

monitorada a 340 nm quando o NAD(P)H é convertido a NADP+ (PAGLIA e 

VALENTINE, 1967) (Figura 12). 

                             GPx                                                       GR 
2 GSH + H2O2                                     H2O  + GSSG                                       2 GSH       
                                                                           NAD(P)H + H+          NADP+ 
Figura 12.  C ic lo  de reações da g lutat iona (GSH)  
utilizada para determinação de glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), baseada na 
conversão de NAD(P)H a NADP+ a 340 nm. 
 

1.5.1.4 Glutationa redutase (GR) 

A glutationa redutase (EC 1.6.4.2) é uma flavoproteína dependente de 

NAD(P)H e da integridade da via das pentoses. É a enzima necessária para a 

manutenção da glutationa na sua forma reduzida e possivelmente para controlar o 

estado redox de NADP em tecidos onde GSSG está disponível (PINTO e BARTLEY, 

1969). A recuperação de GSH por GR é uma etapa essencial para manter íntegro o 

sistema de proteção celular, pois baixas concentrações de GSH estão associadas 

ao estresse oxidativo (SCHAFER e BUETTNER, 2001)  

A análise de GR em eritrócito é feita utilizando técnicas espectrofotométricas, 

em valores de absorvência de 340 nm quando o NAD(P)H é convertido a NADP+ 

(Figura 11). Uma (1) unidade de GR é definida como 1 μmol de GSSG reduzida por 

minuto a 30 °C em pH 7,4 (PINTO e BARTLEY, 1969; ARMSTRONG, 1998). 

 

1.5.1.5 Glutationa S-transferase (GST) 

A glutationa transferase (EC 2.5.1.18), também chamada de GPx não 

dependente de selênio, está envolvida no metabolismo de herbicidas, pesticidas e 

xenobióticos em plantas e animais. Em animais, GST é responsável pela 

metabolização de clorofórmio, nitratos orgânicos, bromobenzeno, aflatoxina, DDT, 

naftaleno, paracetamol, etc. A presença de tais xenobióticos em grande quantidade 

pode diminuir a GSH hepática, uma vez que a conjugação com GSH é a primeira 

etapa na desintoxicação de xenobióticos, catalisada pela GST, cujos produtos serão 
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excretados pela urina (os ácidos mercaptúricos). A GST substitui a atividade de 

redução de peróxidos de GPx, quando esta é insuficiente, como na deficiência de 

selênio p. ex., embora não atue sobre H2O2 (THEROND et al., 2000). A GSH através 

da GST pode destoxificar aldeídos reativos como malondialdeído, gerados durante a 

PL (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). 

A análise de GST é feita utilizando técnicas espectrofotométricas semelhantes 

a GPx e de GR em valores de absorbância de 340 nm quando o NAD(P)H é 

convertido a NADP+ (Figura 11), porém, sua determinação só pode feita em plasma, 

uma vez que no eritrócito são encontradas apenas selenoproteínas, enquanto que 

no plasma existe uma proporção de 80% de proteínas selênio dependentes e 20% 

de proteínas selênio independentes (ABDALLA, 1993; BECKETT e HAYES, 1993; 

ARMSTRONG, 1998; THEROND et al., 2000; KEDZIDORA-KORNATOWSKA et al., 

2004). O fato de GST não atuar sobre H2O2 e a sua delimitação, em plasma, 

considerando o sangue como o fluido biológico fonte para análise, permite otimizar 

as condições de determinação. 

Conforme citado, a análise de enzimas anti-oxidantes, exceto GST é 

comumente realizada em eritrócitos (ARMSTRONG, 1998; THÉROND et al., 2000) o 

que requer o hemograma ou eritrograma dos indivíduos estudados e aponta para a 

adoção da unidade de enzima expressa em “unidade de enzima por grama de 

hemoglobina”.  

 

1.5.2 Sistema anti-oxidante não enzimático:  

 

Constituem um grupo de anti-oxidantes que podem ser divididos em 

compostos produzidos in vivo como é o caso da glutationa, da ubiquinona e do ácido 

úrico e em compostos obtidos diretamente da dieta tais como vitaminas E, C e β-

caroteno, além de outros anti-oxidantes de baixa massa molecular relativa. 

 

1.5.2.1 Glutationa  

A Glutationa (GSH) (C10H17N3O6S, M.M. 307 g mol-1) é um tripeptídeo (L-γ-

glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce funções essenciais na célula, destacando-se a 

sua função como cofator da família de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em 
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que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidação a 

dissulfeto da glutationa (GSSG) (C20H32N6O12S2, M.M. 612,6 g/mol) (Figura 13). É 

um tampão sulfidrílico que mantém os resíduos cisteinila da hemoglobina e de 

outras proteínas do eritrócito, no estado reduzido. A GSH é o único tiol não proteico 

presente em espécies aeróbias e seu papel intracelular anti-oxidante inclui a 

desintoxicação de xenobióticos e de ERO. A falha nessa função resulta na formação 

de meta-hemoglobina e consequente incapacidade do eritrócito em transportar 

oxigênio, além de causar uma variação na forma do eritrócito impedindo a sua 

passagem para órgãos vitais (SIES, 1999; ROVER JÚNIOR et. al., 2001).  

O preparo das amostras é muito importante para minimizar a atividade de γ-

glutamil transpeptidase (que quebra ligações γ-glutamilpeptídeo de GSH), a redução 

de GSSG por GR ou a oxidação de GSH. Muitos procedimentos são desenvolvidos 

para inibir estas reações enzimáticas e não enzimáticas: acidificação, utilizando, por 

exemplo, ácido perclórico para inibir tanto a γ-glutamil transpeptidase quanto a GR, e 

o uso de quelantes como o ácido etilenediaminotetracético (EDTA), que limita a 

oxidação de GSH (AKERBOOM e SIES, 1981). 

2
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Figura 13.  Cíclo de  In terconversão de g lutat iona  
Interconversão de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela ação das 
enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR). Fonte: 
Extraído de ROVER JR et al., 2001.  
 



  34 

 

A concentração de glutationa total (GSH + GSSG) pode ser medida usando 

5’,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) (DTNB, C14H8N2O8S2, M.M. 396,3 g/mol) e GR. 

A velocidade de redução de DTNB é verificada espectrofotometricamente a 412 nm, 

comprimento de onda relativo à absorção do produto reduzido, o ácido 5-mercapto-

2-nitrobenzóico (TNB), ou sais correspondentes (Figura 14). O mesmo 

procedimento pode ser utilizado para a determinação de GSSG acompanhando a 

mudança de absorvência em NAD(P)H a 340 nm. Entretanto a GSH deve ser 

derivatizada com vinilpiridina, que não interfere na GR (THÉROND et al., 2000) ou 

como N-etilmaleimidina (NEM) (TIETZE, 1965; AKERBOOM e SIES, 1981; 

ARMSTRONG, 1998). Uma outra forma de determinar a concentração de glutationa 

nas hemácias é descrita no trabalho de Calvo-Marzal e colaboradores (2004), onde 

se utilizam eletrodos de pasta de carbono modificados com Tetratiofulvaleno – 

Tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ). 
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Figura 14.  Reações usadas para  detecção de g lutat iona  
(A) Reação enzimática DTNB [5’,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico)]  e do produto da sua redução, 
TNB (ácido 5-tio-2-nitrobenzóico), sob ação de GSH , observado em λ 412 nm. (B) Reação não 
enzimática para detecção de NADP a 340 nm, ilustrado também nas Figura 12. 

 

1.5.2.2 Razão GSH/GSH + GSSG 

O sistema glutationa GSSG/2GSH é considerado o maior tampão redox 

tiol/dissulfeto da célula, que atua utilizando o sistema NADP+/NAD(P)H. A 

concentração de GSH é elevada no citosol (1 a 11 mM), núcleo (3 a 15 mM) e 

mitocôndria (5 a 11 mM), sendo o maior composto redox ativo presente nesses 

compartimentos (VALKRO et al., 2006). O ambiente reduzido é necessário para as 

 GSSG     + 2 GSH  + 



  35 

 

atividades fisiológicas da célula, uma vez que GSH participa da desintoxicação de 

xenobióticos, é cofator de uma grande família de glutationa peroxidases, e determina 

o curso dos processos de proliferação e diferenciação celular. Qualquer desbalanço 

neste sistema está diretamente relacionado a um estado patológico, ainda que em 

nível molecular, não detectado clinicamente  (THÉROND et al., 2000; SCHAFER e 

BUETTNER, 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). Nesse sentido, a dosagem 

em sangue de GSH e GSSG de modo a estabelecer a relação quantitativa entre 

ambas, é mais adequado do que a dosagem isolada de GSH, uma vez que revela o 

balanço redox.  

A determinação simultânea de GSSG e GSH pode ser feita em HPLC, em 

cromatografia de troca iônica com detecção eletroquímica, sem derivatização. Após 

desproteinização da amostra e centrifugação, o sobrenadante é injetado no sistema 

HPLC para separação de GSH e GSSG. Os dois analitos são quantificados em 

função do potencial aplicado na cela eletroquímica (eletrodo coulométrico) e a 

corrente gerada pela reação redox é medida. A detecção coulométrica, além de 

elevada sensibilidade (faixa de pmol), pode ser usada em uma matriz complexa, 

sem necessidade de derivatização. 

 

1.5.2.3 Coenzima Q (CoQ) 

A Coenzima Q10 (CoQ) ou Ubiquinona é o único lipídio endogenamente 

sintetizado através da via do mevalonato que apresenta função redox (TURUNEN et 

al., 2004). É um AO que desempenha papel central na cadeia respiratória 

mitocôndrial, na cadeia de transporte de elétrons extra-mitocôndrica, participa da 

regulação da permeabilidade, diminui a oxidação de proteínas de membrana, 

previne a oxidação do DNA e impede a disfunção endotelial, provavelmente, por 

aumentar a disponibilidade de NO•. Sua forma anti-oxidante, o ubiquinol (CoQH2), 

produto da redução de CoQ inibe a iniciação e a propagação da peroxidação 

lipídica, com conseqüente impedimento da formação de ROO• (radical peroxila) e 

regenera a vitamina E do radical tocoferila (TANG et al., 2001; TURUNEN et al., 

2004).  

CoQ é transportada na circulação ligada a lipoproteínas, sendo 60% 

associada com LDL, 25% com HDL e 15% com outras lipoproteínas. A atividade 
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anti-oxidante de CoQH2 depende não somente da sua concentração total, mas 

também do seu estado redox, ou seja, da proporção de CoQH2 em relação a CoQ 

total (TURUNEN et al., 2004). 

A ubiquinona tanto na forma reduzida (CoQH2), como na forma oxidada 

(CoQ), pode ser quantificada em plasma humano obtido de sangue coletado em 

heparina, centrifugado e armazenado em -70° C, 30 minutos após a coleta. A leitura 

é feita em HPLC com o plasma tratado com 1-propanol para dissociação de CoQ e 

αToc da lipoproteína e com a adição do análogo dietoxilado da CoQ, como padrão 

interno. O sobrenadante é injetado diretamente na câmara de injeção do HPLC e 

CoQH2 e CoQ são determinadas (ARMSTRONG, 1998; THÉROND et al., 2000).  

 

1.5.2.4 Ácido Úrico  

O ácido úrico (URH3) deriva do metabolismo das purinas e é produzido pela 

oxidação de hipoxantina e xantina pela xantina oxidase (XO) e xantina 

desidrogenase (XD) (Figura 15). Na maioria das espécies, a enzima peroxissômica 

urato-oxidase converte urato a alantoína, que depois é convertida a alantoato e 

depois a gloxilato e uréia, todos, produtos mais solúveis em água que o urato. 

Entretanto, humanos e outros primatas não contém a urato-oxidase, daí o urato se 

acumula no plasma e é excretado na urina. Em pH fisiológico, o ácido úrico é 

ionizado a urato (UrH2
-) comportando uma única carga negativa (pKa 5,4). O urato 

tem solubilidade limitada em água e sua concentração encontra-se muito próxima do 

seu limite de solubilidade (300 μM); por isso, o excesso na sua produção leva à 

formação de cristais, o que ocorre na gota, tratada com alopurinol, inibidor de 

XO/XD. Oxidantes fortes tais como •OH, podem oxidar o ânion urato (UrH2
-) ao 

radical urato, que é ionizado (pKa 3,1), gerando o ânion radical urato (UrH•). Esse é 

estável graças ao fenômeno de ressonância que permite a dispersão de sua carga 

negativa. O urato também reage com radicais peroxila (ROO•) antes de o mesmo 

penetrar a membrana celular e iniciar o dano e, com dióxido de nitrogênio (NO2
•), 

para formar o ânion nitroxila NO2
- e, por fim, atua como anti-oxidante através de sua 

capacidade de quelar metais de transição (Figura 15), (Equação 7). O anion radical 

urato (UrH•) pode reagir com ascorbato (AscH-), regenerando o urato (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). 
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Figura 15 .  V ia  metaból ica  de formação e  degradação do Ácido Úr ico.   
Na maioria das espécies a enzima urato oxidase (UOx) converte ácido úrico a alantoína (via A) que, 
por sua vez, é convertida a ácido oxálico e uréia. Em humanos, devido a ausência de UOx, o ácido 
úrico é dissociado a urato em pH fisiológico, o que favorece sua ação anti-oxidante diante de um 
radical (R•), formando assim o ânion radical urato (via B) que poderá ser reciclado por ascorbato 
p.ex., a urato.  

 

UrH• + AscH- → UrH2- + Asc•     Equação 7    

 

O ácido úrico apresenta atividade anti-oxidante significativa e sua 

concentração no plasma é maior que a de outros anti-oxidantes tais como as 

vitaminas C e E (POLIDORI et al., 2001). 

A análise de urato pode ser feita em plasma ou em soro, de preferência 

fresco, em heparina ou EDTA, pelo método enzimático automatizado, utilizando kits 
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para dosagem através da diminuição da absorbância, após tratamento com uricase. 

O ácido úrico, que absorve em 293 nm, ao ser convertido a alantoína pela uricase 

apresenta diminuíção na sua absorvência  (BURTIS e ASHWOOD, 2002). 

 

1.5.2.5 Vitamina E ou Tocoferol 

O termo Vitamina E é a designação comum de duas diferentes famílias de 

compostos que ocorrem na natureza: os tocoferóis e os tocotrienóis, que exibem, 

qualitativamente, a atividade biológica do α-tocoferol, que é o composto mais 

potente e geralmente a forma predominante. Estruturalmente, tocoferóis e 

tocotrienóis diferem apenas na cadeia lateral e ambos se subdividem em α, β, γ e δ, 

dependendo do número e posição do grupo metila no anel cromanol (THERIAULT et 

al., 1999).  

O tocoferol é o anti-oxidante lipossolúvel que atua ao bloquear a etapa de 

propagação da peroxidação lipídica dos ácidos graxos polinsaturados das 

membranas e lipoproteínas. Captura o radical peroxila (RO2
•) resultante, com 

formação do radical tocoferila, que será regenerado por ascorbato, glutationa ou 

ubiquinol a tocoferol, fechando o ciclo (BUETTNER, 1993). O tocoferol pode ser 

medido em plasma, em soro, em plaquetas e em eritrócitos, por técnicas 

cromatográficas, sendo a HPLC em fase reversa, a técnica de escolha, com sistema 

de detecção no ultravioleta, (cujo comprimento de onda dependerá do solvente), por 

espectrofluorimetria ou ainda por métodos eletroquímicos (THÉROND et al., 2000). 

Por ser lipofílico, o tocoferol requer uma etapa pré-analítica de extração com 

hexano, que é realizada ao abrigo da luz e sob refrigeração. 

 

1.5.2.6 Vitamina C ou Ascorbato 

O ácido ascórbico é essencial ao homem, pois não pode ser sintetizado a 

partir da glicose que é o seu precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos 

animais. Em sistemas biológicos, em pH fisiológico (7,4), 99,95% da vitamina C 

(AsCH2) encontra-se na forma de ascorbato (AscH⎯), que é a forma que atua como 

anti-oxidante, ao doar um H• ou [H+ + e−] para um radical  (Figura 16). O ascorbato 
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(AscH⎯) atua como anti-oxidante sobre ERO e ERN, em ambiente biológico aquoso, 

resultando na formação do ânion radical semi-desidroascorbato (Asc•), ou ascorbila, 

pouco reativo. Atua eficientemente sobre o ânion-radical superóxido (O2
⎯•), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o hipoclorito (ClO⎯), os radicais hidroxila (•OH) e 

peroxila (ROO•). O ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por 

impedir a iniciação da peroxidação lipídica ou, indiretamente, por regenerar a 

vitamina E, que atua como anti-oxidante na face lipofílica da membrana (Figura 17). 

Além disso, pode regenerar o ânion radical urato a partir de urato fechando o ciclo 

de atuação anti-oxidante do mesmo, como, anteriormente, discutido (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). 

A detecção de vitamina C em plasma ou em soro requer precaução, uma vez 

que é um composto facilmente oxidável. Uma vez que o ascorbato é facilmente 

oxidável em pH neutro (fisiológico) ou em pH alcalino, é recomendável a acidificação 

do plasma preferencialmente após sua separação por centrifugação, adicionando 

ácido tricloroacético ou ácido metafosfórico ou ácido oxálico isolado ou em 

associação com ácido tricloroacético. HPLC é a técnica mais comumente usada. 

Recentemente KATEPE (2004), desenvolveu uma técnica para detecção simultânea 

de ascorbato e malondialdeído em soro humano utilizando HPLC com detecção no 

UV. 
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Figura 16.  Estrutura  Química da Vi tamina C e  formas encontradas em pH 
f is io lógico  
(A) Estrutura química da vitamina C sob a forma de ascorbato (AscH ⎯ ). A seta indica o sítio de 
oxidação de AscH⎯. (B) Formas encontradas da vitamina C em pH fisiológico (7,4): 
 99,95% na forma AscH ⎯, 0,05% na forma  protonada de ácido ascórbico (AscH2 ) e 0,004% como 

diânion desidroascorbato (Asc2-) .O ascorbato atua como anti-oxidante ao doar um átomo de 

hidrogênio (H• ou H+ + e-), formando o ânion-radical ascorbila (Asc• ⎯). Fonte: Adaptado de 

www.medicine.uiowa.edu/FRRB/virtualschool/virtual.htlm. 
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Figura 17 .  Ação ant i -ox idante  das v i taminas E e  C na peroxidação l ip íd ica  
das membranas ce lu lares  
(a) Abstração de H• do lipídio da membrana celular, devido ao ataque do radical X•. (b) Em presença 
de O2

•, ocorre formação do radical peroxila R–OO•; (c e d)  
A vitamina E hidrogena o radical peroxila; (d e e) O ascorbato (AscH⎯) pode reciclar vitamina E; (e) 
Enzimas PLA2 (Fosfolipase A2) GPx (Glutationa Peroxidase) PhGPx (Fosfoidrolipídio glutationa 
peroxidase) em presença de FA-CoA (Fatty Acyl -Acilgraxo – Coenzima A) podem reparar o dano ao 
ácido graxo. Fonte: Extraído de BUETTNER,1993. 
 

1.5.2.7 β-Caroteno 

Carotenóides são pigmentos intensamente coloridos, lipossolúveis, 

sintetizados por plantas e microrganismos, presentes em muitos alimentos, 

particularmente frutas, vegetais e peixes. Existem mais de 600 tipos de carotenóides 
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e apenas 10% têm atividade pró-vitamina A, que é a capacidade de conversão dos 

carotenóides em retinol (DAVIES, 2000). As propriedades anti-oxidantes dos 

carotenóides estão associadas com sua capacidade de capturar radicais e outras 

espécies, oxigênio singlete, em baixas concentrações e em baixa pressão parcial de 

oxigênio, tais como aquelas da maioria dos tecidos sob condições fisiológicas (EL-

AGAMEY, 2004), desativando oxigênio singlete ou seqüestrando radical peroxila, 

reduzindo assim a oxidação de DNA e lipídios das membranas celulares. No 

entanto, as funções anti-oxidantes de carotenóides, na prevenção de doenças não 

estão definitivamente estabelecidas, com muita controvérsia na literatura.  

O método mais comumente adotado para analisar carotenóides em soro  

humano é HPLC em fase reversa. Para tal análise, a amostra de sangue deve ser 

coletada sem anticoagulante, uma vez que EDTA (ácido etilenodiaminotetraacético), 

oxalato e citrato reduzem a concentração de β-caroteno porque catalisam as 

reações de isomerização ou de oxidação do mesmo. Além disso, todas as etapas 

requerem proteção contra a luz (THÉROND et al., 2000). As proteínas devem ser 

previamente desnaturadas por exposição ao ácido perclórico; o β-caroteno é 

subseqüentemente extraído com mistura de acetato de etila – tetraidrofurano (1:1) e 

nenhuma etapa de evaporação é requerida. A separação é obtida usando eluição 

isocrática em uma coluna C18 com detecção em ultravioleta a 436 nm (NIRENBERG, 

1985). A análise pode ser feita com cada um dos tipos de carotenóides ou em 

termos da concentração total de carotenóides, que podem ser extraídos também 

com solvente orgânico, geralmente hexano, e detectados medindo a absorvência a 

453 nm (THÉROND et al., 2000).  

 

1.5.2.8 Proteínas de transporte de metais de transição 

Os cátions Fe3+ e Cu2+ dos metais de transição Fe e Cu são essenciais ao 

organismo humano para a síntese de muitas enzimas e proteínas envolvidas na 

respiração, transporte de O2, formação de óxido nítrico e outras reações redox (p. 

ex. oxidação de adrenalina, noradrenalina e ascorbato). A sua habilidade para 

transferência de elétrons os caracteriza como potentes pró-oxidantes uma vez que 

têm o poder de converter H2O2 em •OH (Tabela 1). Além disso, são potentes 
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catalisadores de reações de auto-oxidação e decompõem peróxidos lipídicos a 

radicais peroxila e alcoxila, muito reativos. 

Esses cátions podem ser dosados sob a forma livre, ou ligado a sua proteína 

de transporte. Esta última forma é a mais adequada uma vez que os mesmos 

circulam no plasma, em sua quase totalidade, ligados às proteínas transferrina e 

ceruloplasmina, respectivamente (Figura 18) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). 

 

1.5.2.8.1 Transferrina 

A transferrina é uma betaglobulina sintetizada pelo fígado, responsável pelo 

transporte de ferro no plasma. O Fe obtido da dieta pode ser Fe3+ (férrico) ou Fe2+ 

(ferroso). Para entrar na célula duodenal é necessário que o Fe esteja na forma 

reduzida. No interior do eritrócito é oxidado a Fe3+ (férrico) e depois reduzido a Fe2+ 

(ferroso) para circular no plasma, inicialmente ligado a ceruloplasmina, que, 

novamente, o oxida para que ele seja captado pela transferrina e daí transportado 

para o fígado para ser armazenado e distribuído para as células (Figura 18) 

(TURNLUND, 2002). 

A transferrina pode ser medida diretamente em soro fresco ou refrigerado (de 

2 °C a 8 °C) por até 7 dias ou congelado a -20 °C, por até 3 meses, coletado em 

heparina ou EDTA. A análise é feita por turbidimetria, com utilização de kits 

comerciais em espectrofotômetro cuja leitura é feita a 37 °C em comprimento de 

onda de 340 nm. A transferrina pode também ser medida indiretamente pelo cálculo 

que utiliza a Capacidade Total de Ligação do Ferro – CTLF (ou TIBC – Total Iron 

Binding Capacity), que se refere à quantidade total de ferro que a transferrina é 

capaz de ligar. A CTLF é determinada medindo-se o excesso de ferro no 

sobrenadante de uma quantidade conhecida de ferro adicionado ao soro para 

saturar a transferrina, o qual é separado após precipitação da proteína. De posse de 

tal valor calcula-se a transferina sérica (TS) a partir da fórmula (VASCONCELOS, 

2003). 

TS (mg/100 mL) = (0,8 x CTLF) – 43 
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1.5.2.8.2 Ceruloplasmina   

A ceruloplasmina ou ferroxidase I é uma α2-glicoproteína que transporta cerca 

de 90% a 95% do cobre total no plasma (FOX et al., 1995). O Cu2+ obtido da dieta, é 

quelado pelo  aminoácido histidina e  absorvido no duodeno. É transportado ao 

fígado ligado à albumina e lá é incorporado na proteína ceruloplasmina. O Cu2+ 

ligado a ceruloplasmina é então distribuído para as células. Além do transporte de 

Cu2+, a ceruloplasmina oxida Fe2+ a Fe3+ para subseqüente transferência do ferro 

para a transferrina, daí a sinonímia de ferroxidase (Figura 18) (FOX et al.,1995).  

A ceruloplasmina, entre outras proteínas, é alvo do ataque, do ácido 

peroxinitroso (ONOOH), que existe em equilíbrio com o ONOO− (ONOOH, pKa=6,8), 

portanto sob condições biológicas ambas as espécies estão presentes e sua razão 

depende do pH local. Isto é relevante, uma vez que essas espécies possuem 

diferentes reatividades e propriedades difusionais (RADI et al., 2001; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). 

A determinação de ceruloplasmina humana está baseada na reação entre esta 

enzima como antígeno e o anti-soro específico obtido em kits disponíveis no 

mercado. O princípio do método é a reação antígeno (a enzima presente no soro) 

com o anticorpo contido no kit. Essa reação dá lugar a um complexo insolúvel 

produzindo uma turbidez que pode ser lida espectrofotometricamente. Portanto, sua 

análise é feita por imunoturbidimetria, a 37 °C, em soro fresco utilizando-se 

espectrofotômetro, em 340 nm. A ceruloplasmina pode ser medida diretamente em 

soro fresco ou refrigerado a 2 °C a 8 °C por até 2 dias ou congelado a -20 °C por até 

3 meses (BURTIS e ASHWOOD, 2002).  

 

1.5.3 Avaliação de dano oxidativo em componentes celulares 

 

As macromoléculas reagem com ERO e ERN, com a produção de diversos 

marcadores de dano oxidativo (Tabela 2), que podem ser identificados, em sangue 

humano, entre outros fluidos biológicos. A presente revisão dará ênfase à análise de 

marcadores da peroxidação lipídica com atenção particular a MDA, marcadores de 
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oxidação de proteínas, com ênfase em derivados contendo grupos carbonila e fará 

um breve comentário de marcadores de espécies reativas de nitrogênio. 

 

Cu-His                                Cu-albumina                    Cu-Ceruloplasmina  

 Dieta     Duodeno             Plasma      Fígado      Plasma             Células 

Fe3+/Fe2+          Fe2+      Fe3+      Fe2+        Fe2+    Fe3+                                            Fe3+ 

                                Ceruloplasmina                   Transferrina 

A 

 

B 

Figura 18 .  (A ) :  Resumo do metabol ismo do cobre  (Cu)  e  Ferro  (Fe) .   
Cu é obtido da dieta ligado a histidina (HIS), absorvido e transportado ligado à albumina  para 
armazenamento no fígado, aonde é incorporado a ceruloplasmina para circulação no plasma e 
distribuição para as células. (B): Esquema do mecanismo de captação do Fe pela célula epitelial 
duodenal, seu transporte para o plasma e atuação ferroxidase da ceruloplasmina (extraído de 
FAIRBANKS, 2003): Fe é obtido da dieta sob a forma Fe2+ e Fe3+. Este último é reduzido a Fe2+ para 
absorção, sendo oxidado e novamente reduzido no interior da célula duodenal e liberado para o 
plasma através da paraferritina, aonde é captado pela ceruloplasmina (função ferroxidase) e 
novamente oxidado para captação pela transferrina e subseqüente transporte para as células (A). 

 

Conforme mencionado, há um esforço mundial para validação de 

biomarcadores de estresse oxidativo [KADIISKA et al., 2000; KADIISKA et al., 

2005(a); KADIISKA et al., 2005(b)]. No momento, no entanto, não há consenso 

sobre qual o método mais útil, mais confiável, mais acurado, ou específico para os 

diferentes tipos de dano oxidativo. Não há possibilidade, no momento de fazer a 

comparação direta entre os métodos, usando amostras idênticas, daí, a extrema 

dificuldade de obtenção de valores de referência absolutos para marcadores 
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específicos em sistemas vivos [KADIISKA et al., 2000; KADIISKA et al., 2005(a); 

KADIISKA et al., 2005(b)]. Enquanto os trabalhos de sistematização prosseguem, é 

útil conhecer os principais marcadores e os métodos mais utilizados para sua 

quantificação. 

 

1.5.3.1 Marcadores de peroxidação lipídica  

A importância do dano oxidativo causado por ERO e ERN em lipídios é motivo 

de discussões na busca do melhor marcador em fluidos biológicos, uma vez que 

produtos numerosos e complexos derivam da peroxidação lipídica. Eles são 

classificados em primários (os hidroperóxidos lipídicos) e os secundários que 

derivam da β-ruptura dos hidroperóxidos lipídicos (Figura 5). 

 

1.5.3.1.1 Malondialdeído (MDA) 

O malondialdeído é um produto secundário da peroxidação lipídica, derivado 

da β-ruptura de endociclização de ácidos graxos polinsaturados com mais de duas 

duplas ligações, tais como ácido linoléico, araquidônico e docosaexanóico 

(THÉROND et al., 2000; GIAMMARIOLI et al., 1999; MCCALL e FREI, 1999). 

Atualmente, ele é considerado um candidato potencial para ser escolhido como um 

biomarcador geral de dano oxidativo em plasma. O MDA foi o foco de atenção da 

peroxidação lipídica durante muitos anos pelo fato de poder ser medido livre, 

utilizando o ácido tiobarbitúrico (TBA). O MDA reage com TBA e forma um 

cromógeno rosa fluorescente cuja absorção ocorre em 532 nm (THÉROND et al., 

2000) (Figura 19). Considerando-se que o teste não é específico para MDA, pois 

outros aldeídos participam da mesma reação, a técnica utilizando HPLC com 

detecção por UV, recentemente desenvolvida (KATEPE, 2004) em soro humano, 

revela-se mais específica. Nessa técnica, o soro é acidificado para liberar o MDA 

ligado ao grupo amino de proteínas. 
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Figura 19.  Reação ut i l izada para  detecção de Malondia ldeído (MDA)  em 
plasma humano.   
Ao plasma é adicionado ácido tiobarbitúrico (TBA), que reage com MDA e forma um cromógeno que 
absorve a  532 nm. 

 

1.5.3.1.2 Hidroxinonenal (4-Hidroxi-2-nonenal, HNE) 

HNE é o produto majoritário da oxidação de ácidos graxos polinsaturados. 

Várias técnicas têm sido desenvolvidas para sua determinação em amostras 

biológicas, em sua forma livre, pois a recuperação de HNE do plasma é muito baixa 

e, como acontece com todos os aldeídos há necessidade de sua derivatização para 

análise em HPLC (GIAMMARIOLI et al., 1999; MCCALLL e FREI, 1999; THEROND 

et al., 2000 ; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). A derivatização com DNFH, 

seguida de cromatografia em camada delgada e HPLC, com detecção por 

espectrofotometria no UV, consome um tempo considerável. Nesse sentido, foi 

proposto um método utilizando cicloexanodiona, que forma um derivado que pode 

ser detectado por fluorescência (YOSHINA et al., 1986). A seletividade do método 

pode ser aumentada por utilização de tetraidrofurano ao invés de cinco outros 

solventes, porém a recuperação de HNE é muito baixa (cerca de 8%) (HOLLEY e 

WALKER, 1993). Mais recentemente a quantificação de HNE em plasma passou a 

ser realizada com pentafluorobenzil-hidroxilamina para formar o derivado 

pentafluorobenziloxima, que é analisado por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas com ionização química negativa (GC/NICI-MS), usando 

HNE deuterado como padrão interno (THÉROND et al., 2000). Neste método, 

apesar de haver um aumento significativo na recuperação de HNE do plasma (60 a 

80% versus 8%), sua concentração permanece, ainda, mais baixa do a de outros 

aldeídos marcadores de peroxidação lipídica, devido, provavelmente, à ligação aos 

grupos sulfidrila ou amina de proteínas (THÉROND et al., 2000).  
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1.5.3.1.3 Isoprostano (8-Epi Prostaglandina 2α, 8–epi-PGF2α) 

O Isoprostano pertence a família dos eicosanóides de origem não enzimática 

e é produzido pela oxidação do ácido araquidônico. Inicialmente são formados nos 

fosfolipídios da membrana celular e depois liberados para os fluidos biológicos pela 

fosfolipase (MCCALL e FREI, 1999; THÉROND et al., 2000). Ao contrário do que 

ocorre com os hidroperóxidos lipídicos (produtos primários da PL), que se 

decompõem rapidamente nos fluidos e tecidos humanos, F2-Isoprostanos são 

produtos secundários da peroxidação lipídica quimicamente estáveis, podendo 

inclusive ser dosados na urina. Esta estabilidade é a razão pela qual a sua 

quantificação desperta interesse, com o aparecimento de muitos protocolos para sua 

análise. Além disso, são produtos específicos da PL, estão presentes em 

quantidades detectáveis em todos os fluidos biológicos e tecidos, sua formação 

aumenta drasticamente em modelos animais de dano oxidativo, sua formação é 

modulada pelo estado anti-oxidante e seus níveis não são afetados pelo conteúdo 

de lipídios da dieta (ROBERTS e MORROW, 2000). Como MDA, ele é, também, 

considerado um candidato potencial para ser escolhido como um biomarcador geral 

de dano oxidativo em plasma [KADIISKA et al., 2005(a); KADIISKA et al., 2005b)]. 

O método mais adequado para análise de isoprostanos é a cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas com ionização química negativa 

(GC/NICI-MS), contudo,  devido ao alto custo financeiro e operacional, os métodos 

radiométricos e imunológicos são mais utilizados (GIAMMARIOLI, 1999; MCCALL e 

FREI, 1999; THÉROND et al., 2000). 

 

1.5.3.2 Marcadores de oxidação de proteínas 

 

1.5.3.2.1 Grupos carbonila em proteínas 

A modificação de proteínas pode ser induzida por ERO, por cátions metálicos 

(Fe2+, Cu+), por endobióticos (GSH), por HOCl e HOBr, no processo da fagocitose, 

por irradiação, por peróxidos lipídicos, por oxidorredutases, por fármacos, etc.) 

(Tabela 2). Todos os aminoácidos são susceptíveis à oxidação, principalmente os 

aromáticos, que são os alvos preferidos de ataque. Existem, portanto, muitos 

mecanismos para a oxidação de proteínas, e, ao mesmo tempo, muitas substâncias 
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passíveis de tal modificação (SHACTER, 2000; THÉROND et al., 2000). A oxidação 

direta de lisina, arginina, prolina e treonina produzem derivados carbonílicos (Figura 

20). Além disso, grupos carbonila podem ser introduzidos em proteínas via reação 

com aldeídos derivados da peroxidação lipídica (MDA, HNE) ou gerados a partir da 

reação de redução de açúcar (p.ex., glicose) ou produtos de sua oxidação com 

resíduos de lisina (reações de glicação e de glicoxidação formando carboxi metil-

lisina) (FREI, 1995; BERLETT e STADMAN,1997; MCCALL e FREI, 1999). Vale 

salientar que, segundo o Joint Commission on Biochemical Nomenclature, o termo 

glicação difere de glicosilação. Esta última constitui o processo pos-traducional 

catalisado por enzimas. A glicação é um processo não enzimático a que estão 

sujeitas todas as proteínas e consiste de duas (2) etapas:  

1) Glicose e grupo amino de lisina reagem e formam frutose-lisina (FL);  

2) FL sofre desidratação, rearranjo e ciclização seguida de reação, que forma 

os AGEs (Advanced Glycation End products) ou escurecimento ou reação de 

Maillard (SOBAL et al., 2000 ; MCCALL e FREI, 1999; FREI, 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 .  Exemplos de formação de grupos carboni la  por  oxidação de 
aminoácidos.  

 Fonte: Adaptado de HALLIWELL, e GUTTERIDGE, 2002. 

O conteúdo carbonílico de proteínas é amplamente utilizado como marcador 

de dano oxidativo em proteínas, sob condições de estresse oxidativo. É necessário, 
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porém, identificar a natureza do grupo carbonila, i. e., qual dos resíduos de 

aminoácido sofreu o dano? A ligação de certos aldeídos a proteínas (ex. MDA e 

HNE) pode gerar carbonila por glicoxidação, de modo que a presença de grupo 

carbonila não é, necessariamente, indicativa de oxidação de aminoácidos (MCCALL 

e FREI, 1999; SHACTER, 2000 ). 

Há diversas técnicas para medir a presença de grupo carbonila em proteínas, 

sendo imprescindível uma preparação adequada da amostra (LEVINE et al., 1990). 

Por isso, tal análise em plasma humano requer uma exaustiva seqüência de 

procedimentos para separar as proteínas. O método mais conveniente é o 

espectrofotométrico, baseado na reação de DNPH com o grupo carbonila que forma 

a hidrazona da proteína, cuja leitura de absorvência é feita a 370 nm (SHACTER, 

2000; MCCALL e FREI, 1999; LEVINE et al., 1990; LEVINE, 2002) (Figura 21). A 

unidade mais utilizada para carbonila é nmol/g de proteína, por isso é necessário 

quantificar a proteína total da amostra utilizando o método de BRADFORD (1976) ou 

outros.  

 

 

  

Proteína oxidada (C=O)  +  DNPH  

(reação de condensação)                                   

 

 

 

 

 

Complexo Proteína=DNP    λ 370 nm 

 

Figura 21 .  Esquema da reação de 2 ,4-din i t rofeni lh idraz ina –  
DNPH com a proteína oxidada formando o complexo proteína - dinitrofenilhidrazona detectado em 
370 nm. 
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1.5.3.3 Marcadores de espécies reativas de nitrogênio (ERN) 

O óxido nítrico (NO•) é rapidamente metabolizado a produtos estáveis, ou 

seja, nitrito e nitrato, na maioria dos fluidos do corpo, inclusive no plasma. O método 

de determinação mais comumente utilizado baseia-se na reação de diazotação 

(método de Griess), específico para nitrito e não detecta nitrato. O tratamento da 

amostra com agentes redutores ou enzimas,  gera o total de produtos em termos de 

nitrito e nitrato, com detecção espectrofotométrica (THÉROND et al., 2000). Outros 

métodos têm sido desenvolvidos incluindo HPLC, eletroforese capilar e 

cromatografia de troca iônica com detecção no ultravioleta, desde que o soro ou 

plasma estejam frescos. Existem diversas limitações para a determinação de nitrato 

e nitrito em sangue, destacando-se: 1) sua meia vida no plasma é de cerca de 1 

hora e 30 minutos sendo a seguir excretados pela urina; 2) seus valores plasmáticos 

são dependentes da integridade renal. Assim, o real valor da sua determinação 

precisa ainda ser estabelecido (THÉROND et al., 2000). A combinação de NO• com 

outras ERO, gera reagentes que promovem a nitração das biomoléculas, incluindo 

resíduos de tirosina e tocoferol localizados nas membranas. A 3-nitrotirosina (3-NO2-

Tir) e o 5-γ-nitrotocoferol constituem os biomarcadores da oxidação NO-dependente 

de tecidos biológicos. Para ambos, HPLC com detecção eletroquímica é a técnica de 

escolha, pela sensibilidade e seletividade, pois é necessário separá-los de outros 

produtos de oxidação: 3,4-DOPA, 3-clorotirosina, 3,3’ditirosina, m-tirosina e o-

tirosina, no caso de 3-NO2-Tir; e de outras formas de tocoferol (γ, α, β) no caso de 5-

γ-nitrotocoferol (FREI, 1995; THÉROND et al., 2000; HENSLEY et al., 2000).  

 

1.5.4 Sobre a complexidade na determinação de anti-oxidantes e marcadores 

de espécies reativas e dano oxidativo  

 

A determinação de anti-oxidantes e marcadores de dano oxidativo com 

aplicação clínica para diagnóstico, com exceções, como é o caso da ceruloplasmina 

na doença de Wilson, permanece em nível de pesquisa, uma vez não foi possível 

ainda, sequer determinar se o fenômeno oxidativo observado é causa ou 

conseqüência da doença. 
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Como visto, muitos processos celulares dependem de o balanço redox. As 

substâncias envolvidas no binômio anti-oxidante – pró-oxidante, que configura o 

balanço redox biológico, podem ser quantificadas associando às técnicas 

bioquímicas tradicionais, técnicas cromatográficas, espectrofotométricas e 

eletroanalíticas, selecionadas observando critérios de sensibilidade, especificidade, 

acuracidade, facilidade de manipulação, rapidez, robustez, objetivo, tipo de amostra, 

preço, repetibilidade, eficiência, entre outros. A determinação dessas substâncias 

revela-se de grande importância, com grandes perspectivas de aplicação clínica 

para diagnóstico de doenças e do estado geral de saúde do indivíduo. Além disso, o 

entendimento dos mecanismos utilizados pelas células para a manutenção do 

balanço redox do meio é fundamental na identificação de biomarcadores 

representativos para a avaliação do nível de estresse de diferentes indivíduos. Há 

interesse dos especialistas em ciências da saúde, em ciências química e bioquímica, 

em nutrição, e, principalmente, do público em geral.   

Há muita complexidade nas diversas áreas envolvidas, muita informação e 

discussão. O número de artigos publicados quadruplicou na última década (HUANG 

et al., 2005). O presente trabalho procurou citar os métodos de determinação 

analítica, mais conhecidos e utilizados, aplicados em sangue/ou plasma/ou soro 

humano.  

O conhecimento de todos esses aspectos, muito fluidos, algo ambíguos, no 

presente momento, é necessário para a crítica e aceitação dos métodos vindouros. 

A natureza única do plasma humano, enquanto fonte não só de proteínas 

clássicas já utilizadas no diagnóstico de doenças (em concentrações de mg/mL), 

mas em nível de proteômica (pg/mL até ng/mL), torna esse biofluido um desafiante 

meio de investigação e aponta para o desenvolvimento de técnicas capazes de 

identificar biomarcadores mais específicos (JACOBS et al., 2005), inclusive do 

balanço redox. Apesar de reconhecido que os testes de diagnóstico in vitro, 

contribuem em 94% com os registros de dados clínicos e influenciam em 60 a 70% 

das decisões clínicas (VITZTHUM et al., 2005) o seu uso em nível de proteômica 

não está estabelecido e encontra-se em franco desenvolvimento. Há enormes 

desafios que impedem ou pelo menos dificultam a sua aplicação para descobrir 

biomarcadores de maior sensibilidade e especificidade, entre outras características 

importantes (LABAER, 2005) para o fenômeno que está sendo investigado, e 
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consequentemente a utilização destes dados para inferir estado redox de indivíduos 

e para auxiliar em terapia anti-oxidante. Não há consenso. No momento, como 

apresentado, a despeito do forte interesse, desenvolvimento e plausibilidade 

biológica, a hipótese de ligação direta entre estresse oxidativo e doenças é, ainda, 

de difícil comprovação, uma vez que há inúmeros fatores limitantes, tais como 

procedimentos de coleta e armazenamento, a técnica analítica em si, em muitos 

casos, de elevado custo e de difícil operacionalização, a falta de uniformidade nas 

unidades em que se exprimem os resultados, bem como os valores de referência, a 

quantidade de fatores interferentes e principalmente questões ligadas à variabilidade 

genética. Apesar da listagem dos valores considerados normais ou de referência 

(FREI, 1995; ARMSTRONG, 1998; SCHACTER, 2000; ABUJA e ALBERTINI, 2001; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), é útil salientar que não existem ainda valores 

de referência universalmente aceitos/adotados, uma vez que os próprios métodos de 

análise e quantificação, além de envolverem diferentes técnicas, estão em processo 

de desenvolvimento e aperfeiçoamento. A validação dos métodos encontra-se em 

curso, com utilização do modelo murino de envenenamento por CCl4. O 

desenvolvimento de outros modelos é ainda, necessário para comparação 

[KADIISKA et al., 2000; KADIISKA et al., 2005(a); KADIISKA et al., 2005(b)].    

Nessa perspectiva, pesquisas aliando esses marcadores e novos 

desenvolvimentos de ferramentas e métodos analíticos que possibilitem uma 

avaliação de forma menos invasiva, sensível, rápida e simples, com janelas de 

detecção cada vez menores, vem assumindo um papel relevante no avanço da 

investigação.  

Nesta dimensão, estaremos, provavelmente, em condições de relacionar o 

balanço redox avaliado em indivíduos, com diferentes aspectos demográficos, 

clínicos e nutricionais, entender os mecanismos do estresse oxidativo, bem como de 

prevenir ou minimizar os efeitos das doenças oriundas dos mesmos, realizando 

diagnósticos antecipados. 

 

 

1.6 Aspectos nutricionais relacionados com o estudo do estresse oxidativo 
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Ao avaliar os marcadores de dano oxidativo e o estado anti-oxidante de 

hipertensos utilizando quaisquer técnicas, além dos fenômenos fisiopatológicos pró-

oxidantes discutidos anteriormente, deve-se considerar todos os fatores interferentes 

tais como: idade, hábitos de vida (consumo de álcool, prática de exercícios físicos, 

tabagismo, etc), uso de medicações e suplementos vitamínico-minerais (CHENG et 

al., 2001; URSO e CLARKSON, 2003; DURAK et al., 2004) entre outros, e 

particularmente estado nutricional e consumo de alimentos e nutrientes específicos 

(DUTHIE et al., 1989; CHRISTEN et al., 2000; CZERNICHOW e HERCBERG, 2001; 

KRIS-ETHERTON et al., 2002; LOPES et al., 2003; VIVEKANANTHAN et al., 2003; 

WILLCOX et al., 2003).  

O sistema anti-oxidante seja o enzimático, seja o não enzimático, apresenta 

uma estreita relação com o estado nutricional (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), 

uma vez que proteínas, vitaminas e minerais obtidos da dieta participam direta ou 

indiretamente da sua formação e/ou atividade anti-oxidante no organismo humano 

(Tabelas 4 e 5). Nesse sentido, sempre que possível, é interessante verificar o 

consumo de nutrientes com atividade anti-oxidante em indivíduos sob essa linha de 

investigação. 

Na área das doenças cardiovasculares estudos epidemiológicos e clínicos 

têm estabelecido o papel protetor de uma dieta rica em frutas e vegetais, fonte de 

carboidratos complexos, fibras, minerais e substâncias anti-oxidantes como p. ex. 

vitamina E, selênio e flavonóides, e pobre em alimentos processados fontes de sal, 

gorduras saturadas e trans-isoméricas.  

É o caso do Seven Countries Study, realizado em 1958, por Keys e 

colaboradores que estudaram 12.763 indivíduos, durante 25 anos nos EUA, Japão, 

Finlândia, Holanda, Itália, Grécia e antiga Iugoslávia que deu origem ao conceito de 

dieta mediterrânea, seguido pelo Lyon Diet Study (KRIS-ETHERTON et al., 2001). 

Os estudos de coorte realizados na Grécia (TRICOPOULOU et al., 2003) e o 

americano (O Nurses’ Health Study, Health Professionals’ Follow-Up Study), 

realizado com 84.251 mulheres de 34 a 59 anos, acompanhadas por 14 anos e 

42.148 homens de 45 a 75 anos, acompanhados por 8 anos (JOSHIPURA et al., 

2001). Em todos estes estudos, os resultados são de proteção cardiovascular, em 

caso de dieta rica em anti-oxidantes. 
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Tabela 4 .  Nutr ientes com at iv idade ant i -ox idante d i reta  e  fontes 
a l imentares 

Nutrientes  Atividade anti-oxidante Fontes Alimentares 

Vit C Eliminação direta de ERO e ERN; 
recicla o radical ∝-tocoferila a ∝-
tocoferol.  

Acerola, laranja, limão, caju, goiaba, 
vegetais frescos, etc. 

Vit E Protege LDL (lipoproteína de baixa 
densidade) e as membranas 
celulares inibindo a peroxidação 
lipídica e interrrompendo a reação 
radicalar em cadeia. 

Óleos vegetais, castanhas, 
amendoim, etc. 

Carotenóides 

(β-caroteno) 

Em baixas concentrações de 
oxigênio eliminam o oxigênio singleto 
e seqüestram radicais peroxila 

Frutas e hortaliças de cor amarela – 
alaranjada (cenoura, abóbora 
manga, mamão); mostarda, couve, 
agrião, batata doce, etc. 

Flavonóides 
e polifenóis 

Agente doador de H e elétrons aos 
radicais livres e quelante de metais 
de transição. 

Frutas e legumes em geral; couve, 
cebola, grão de bico, tomate, 
azeitonas, chá verde, chá preto, soja, 
castanha, chocolate, ameixa, maçã, 
laranja, limão, suco de uva, vinho 
tinto, cerveja, etc. 

 
Especificamente voltado para hipertensos, foi o estudo DASH (Dietary 

Approaches to Stop Hypertension), cujo objetivo foi determinar a dieta que diminuiria 

a PA, reduzindo risco potencial de eventos cardiovasculares fatais. Foi um estudo 

multicêntrico (Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA; Center for Health 

Research, Portland, OR; Duke University Medical Center, Durham, NC; John’s 

Hopkins University, Baltimore, MD; Pennington Biomedical Research Center, Baton 

Rouge, LA; The National Heart, Lung and Blood Institute), randomizado e controlado, 

realizado com 459 adultos, hipertensos (133) e não hipertensos (326). Os resultados 

mostraram que a dieta DASH reduziu tanto a pressão arterial sistólica (PAS), quanto 

a diastólica (PAD), cujos valores em média foram de PAS em -5,5 mmHg e a PAD 

em -3,0 mmHg, sendo tal redução entre os hipertensos de -11,4 mmHg e -5,5 

mmHg, respectivamente. A dieta DASH é rica em frutas, vegetais (10 porções/dia) e 

produtos lácteos, pobres em gorduras, inclui grãos integrais, aves, peixes e 

amêndoas, tem pouca quantidade de carne vermelha, doces e bebidas adoçadas, é 

rica em K+, Mg++, Ca++ e fibras, moderadamente rica em proteínas e pobre em 

gorduras total e saturada e colesterol (SACKS et al., 2001). 
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Tabela 5 .  Nutr ientes com at iv idade ant i -oxidante  indireta  e  fontes 
a l imentares 

Nutrientes Função anti-oxidante Fontes Alimentares 

Ferro Grupo prostético de catalase; 
previne hipóxia, hemoglobina e 
mioglobina 

Carnes vermelhas e vísceras; 
Feijões e vegetais (Fe não 
hemínico), etc. 

Manganês Cofator de MnSOD Grãos integrais, leguminosas, café e 
chás instantâneos, etc. 

Cobre Cofator de CuZnSOD e de 
ceruloplasmina; além do transporte 
do Cu, atua como ferroxidase  

Fígado, frutos do mar, castanhas, 
cacau, grãos integrais e gelatina, etc. 

Zinco Cofator de  CuZnSOD e de 
metalotioneína 

Carnes, aves peixes, camarão, ostra, 
fígado, grãos integrais, cereais, 
castanhas, legumes e tubérculos, 
etc. 

Magnésio Cofator na via pentose-fosfato Hortaliças, legumes, frutos do mar, 
castanhas, cereais, leite, etc. 

Proteínas Provisão de aminoácidos para 
síntese de enzimas anti-oxidantes 

Carnes, aves, peixes leite, queijos, 
ovos; leguminosas, etc. 

Riboflavina ou 

Vit B2 

Forma coenzima flavina adenina 
dinucleotídeo (FAD). O fator FAD é 
cofator da Glutationa Redutase 

Leite e derivados e vísceras como 
fígado e rins, etc. 

Tiamina ou 

Vit. B1 

Requerida para a transcetolase na 
via da pentose fosfato 

Carnes magras, vísceras (fígado, 
coração e rins), gema de ovo e grãos 
integrais, etc. 

Selênio Cofator de glutationa peroxidase e 
outras selenoproteinas 

Castanha do Pará, alho, atum, 
cebola brócolis, cereais integrais, 
farelo de trigo, fígado, frango, frutos 
do mar, gema de ovo, leite, etc. 

Nicotinamida 

Niacina ou  

ác Nicotínico ou 
Vit. B3  

ou Vit. PP 

Componente das coenzimas NAD+, 
NADP+, NADH, NAD(P)H, 
importantes no metabolismo 
energético. 

Carnes magras, aves e 
peixes,vísceras, levedura de cerveja, 
amendoim, etc.  

Ác. Fólico ou 
Folacina ou  

Vit Bc  

Minimiza os níveis de homocisteína 
plasmática, cujos níveis elevados 
estão relacionados a lesão oxidativa 
do endotélio vascular. 

Vísceras, feijão, vegetais de folhas 
verdes (espinafre, brócolis, etc) 

 

 

A importância de frutas e vegetais na dieta cotidiana vem sendo defendida 

pela OMS, através da Estratégia Global para Promoção da Alimentação Saudável, 

Atividade Física e Saúde (2004), que incentiva os estados membros da OMS que a 

apliquem de acordo com sua realidade, no sentido de prevenir e controlar as DCNT: 

cárie dentária, obesidade, osteoporose, câncer, diabetes, doenças cardiovasculares 
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e hipertensão arterial. O próprio MS/Brasil publicou, em 2005, o Guia Alimentar para 

a População Brasileira, voltado para técnicos da área de alimentação, nutrição e 

saúde e para a população leiga em geral, incentivando a adoção de uma 

alimentação saudável, com alimentos regionais, onde orienta para o consumo de 

pelo menos 6 porções/dia de frutas, legumes e verduras, além de 1 porção/dia de 

feijões e do incentivo ao consumo de raízes e tubérculos, que precisa ser 

universalmente resgatado, em todas as regiões brasileiras (MS, 2005). Todos estes 

alimentos são importantes fontes de nutrientes e substâncias com atividade anti-

oxidante. Ainda, nesse sentido, no final de 2004, foram publicados os resultados do 

Interheart Study, um estudo multicêntrico, envolvendo 262 centros de 52 países dos 

5 continentes, com 29.972 indivíduos, onde pacientes com infarto agudo do 

miocárdio (IAM) nas primeiras 24 horas foram pareados (idade e gênero) para 

controles, cujos resultados foram que nove (9) fatores de risco explicaram mais de 

90% do risco atribuível para IAM: dislipidemia, tabagismo, HAS, diabetes, obesidade 

andróide, fatores psicossociais, baixo consumo de frutas e vegetais, consumo 

elevadode álcool e inatividade física. Mais uma vez, verificou-se a associação 

positiva entre consumo de frutas e vegetais e proteção cardiovascular (YUSUF et al., 

2004). 

Pelo exposto, o estudo da dieta de indivíduos sob investigação do fenômeno 

do estresse oxidativo e sua relação com a doença é de extrema pertinência. A 

correlação dieta/ hipertensão arterial foi tentada no presente trabalho, apesar da 

série de problemas encontrados, que impossibilitaram conclusões definitivas. 

 

1.7 A interdisciplinaridade do estudo do estresse oxidativo 

 
 

Outro aspecto que merece enfase é que o estudo do estresse oxidativo em 

uma doença multifatorial, por isso denominada síndrome, como a hipertensão 

arterial sistêmica primária ou essencial tem despertado interesse crescente das mais 

diversas áreas do conhecimento, pois uma diversidade de fatores está envolvida no 

seu processo de causalidade, desenvolvimento e detecção. Nesse contexto de 

complexidade, o desenvolvimento dessa pesquisa necessitou um ambiente 
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interdisciplinar, daí, a presença na equipe de químicos, farmacêuticos, nutricionistas, 

médicos cardiologistas e biofísicos. 

Este estudo foi realizado com a participação de pesquisadores e alunos de 

diferentes formações, envolveu várias instituições e abordou aspectos sociais, 

clínicos, nutricionais, bioquímicos e químicos relacionados à área de pesquisa do 

estresse oxidativo. Foi desenvolvido no Programa de Pós-Graduação em Química e 

Biotecnologia, laboratório de eletroquímica da UFAL e abre uma nova linha de 

pesquisa com a perspectiva de obtenção de novos conhecimentos no estudo dos 

marcadores de balanço redox.  

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  59 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

• Estudar o balanço redox, em sangue, de portadores de hipertensão arterial 

primária, em comparação com controles normotensos, pela análise 

quantitativa de biomarcadores de balanço redox em sangue, utilizando 

técnicas bioquímicas, cromatográficas e espectrofotométricas e verificar a 

sua correlação com dieta.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Comparar o balanço redox, em sangue, de hipertensos e normotensos, 

através da quantificação dos biomarcadores SOD, CAT, GPx, GSH, 

Vitamina C, transferrina,  ceruloplasmina, MDA e grupos carbonila. 

• Verificar a associação entre biomarcadores de balanço redox e 

hipertensão arterial sistêmica primária, em população da zona da mata 

alagoana. 

• Investigar os hábitos alimentares dos grupos controle e de estudo. 

• Verificar a existência de correlação entre dieta e biomarcadores de 

balanço redox em hipertensos. 

• Conhecer os níveis de ingestão alimentar de nutrientes relacionados com 

o balanço redox. 

• Analisar a adequação dietética dos nutrientes selecionados. 
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Capítulo 3- MATERIAIS E MÉTODOS 
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 3.1 DELINEAMENTO 
 
 

Estudo do tipo caso-controle, cuja estratégia de ação foi: 

• Caracterizar indivíduos portadores de hipertensão arterial primária; 

• Caracterizar indivíduos normotensos; 

• Avaliar o estado nutricional de hipertensos e normotensos; 

• Identificar o padrão alimentar da população em estudo; 

• Verificar o consumo de nutrientes em indivíduos hipertensos e 

normotensos; 

• Relacionar os tipos de medicamentos anti-hipertensivos utilizados por 

hipertensos em tratamento medicamentoso, e dentre esses, listar aqueles que 

têm relação direta com o estresse oxidativo; 

• Intervir, eventualmente, no padrão estabelecido, no tocante, 

principalmente a interferentes nas análises a serem efetuadas.  

 

3.2 PROCESSO DE SELEÇÃO DOS INDIVÍDUOS  

 

 

3.2.1 Descrição do grupo estudo 

 

Constituído de indivíduos hipertensos. Foram avaliados 433 indivíduos 

portadores de Hipertensão Arterial Sistêmica – HAS, do município de Flexeiras – AL, 

cadastrados no HIPERDIA/MS (Programa de Controle da Hipertensão Arterial 

Sistêmica e Diabetes Mellitus do Ministério da Saúde), acompanhados pelas equipes 

do PSF (Programa de Saúde da Família) do município. Os indivíduos foram 

recadastrados com as fichas do HIPERDIA (Anexo 1) em reuniões agendadas com 

as equipes dos PSFs (Apêndice 1), sendo orientados a comparecer em jejum, com 

preparo adequado, para a coleta de sangue (Apêndice 2). 

O recadastramento foi a primeira etapa do projeto de pesquisa para o SUS 

(PPSUS/MS/CNPq/FAPEAL) em curso, “Hábitos Alimentares e Estado Nutricional de 

Hipertensos e Diabéticos. Uma Contribuição às Ações de Controle de Fatores de 

Risco Cardiovascular do HIPERDIA – MS do Município de Flexeiras – AL” 

(Apêndice 3). Para tal, foi montada uma estrutura itinerante em microônibus cedido 
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pela prefeitura do município, para abranger a zona urbana e rural de Flexeiras em 

atividades de campo ocorridas no período de janeiro a março de 2005, com 

equipamentos e materiais (balança antropométrica eletrônica, aparelhos para aferir 

pressão arterial, etc), e pessoal (estudantes de nutrição, auxiliares de laboratório 

para coleta de sangue, além de agentes de saúde, médicos e enfermeiros dos 

PSFs). Após a coleta de sangue, os pacientes recebiam um lanche, e eram 

conduzidos para entrevista e avaliação antropométrica, mediante consentimento 

livre e esclarecido (Apêndice 4). Ao mesmo tempo, logo após a coleta, o sangue era 

transportado para Maceió para análise bioquímica (perfil lipídico, glicemia, uréia, 

creatinina e ácido úrico) no LACEN (Laboratório Central de Alagoas), através de 

parceria firmada entre o PPSUS e este laboratório, em transporte também cedido 

pela prefeitura de Flexeiras. 

Dos 433 indivíduos estudados no período de janeiro a março/2005, 24 (5,5%) 

preencheram os critérios de seleção citados no item 3.2.3 e foram avaliados por 

cardiologista no sentido de confirmar o diagnóstico de HAS primária. Desses, 20 

(4,6%) completaram o protocolo e foram inseridos nesta pesquisa (Apêndice 5), 

mediante termo de consentimento livre e esclarecido (Apêndice 6). 

Após coleta e análise dos dados, foram incluídos, no presente estudo, os 

pacientes para os quais a avaliação clínico-laboratorial atendeu aos critérios de 

seleção listados a seguir (3.2.3). 

 

3.2.2 Descrição do grupo controle 

 
Constituído de indivíduos não hipertensos denominados normotensos. Foram 

estudados 63 indivíduos não portadores de Hipertensão Arterial Sistêmica, 

voluntários, do município de Flexeiras. Preencheram os mesmos critérios de seleção 

21/63 (33,33%). Todos foram submetidos à avaliação bioquímica (perfil lipídico e 

glicemia) e avaliação antropométrica, sendo excluídos 42/63 (66,66%). 

Este grupo foi obtido aleatoriamente, via convite às pessoas da comunidade 

para avaliação bioquímica e antropométrica e subseqüente inclusão na pesquisa. O 

índice de recusa foi de cerca de 40%, devido, principalmente, ao preparo de quatro 

(4) semanas antes da coleta de sangue para análise dos biomarcadores de balanço 

redox.  
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3.2.3 Critérios de seleção 

 

3.2.3.1 Critérios de inclusão 

a) Portadores de HAS essencial ou primária (segundo IV DBHA, 2002, e 

mantidas na V DBHA, 2006), no caso do grupo estudo e não portadores de 

hipertensão primária, no caso do grupo controle;  

b) Adultos: faixa etária dos 40 aos 60 anos de idade;  

c) Não obesos (Índice Massa Corporal - IMC ≤ 30 Kg/m2 e ≥ 18,5 Kg/m2); 

d) Não diabéticos (sem diagnóstico médico de Diabetes Mellitus e glicemia 

de jejum ≤ 100 mg/dL);  

e) Não hipercolesterolêmicos (colesterol sérico ≤ 200 mg/dL);  

f) Não fumantes; 

g) Mulheres fora do período da menopausa; não grávidas e não lactantes; 

h) Não portadores de Doença de Wilson, Doença de Keshan e Kwashiorkor; 

i) Não usuários de alopurinol e probucol, medicamentos utilizados para 

Hiperuricemia e hipercolesterolemia. 

 

3.2.3.2 Fundamentação teórica para os critérios de seleção 

Foram excluídas condições associadas ao estresse oxidativo e que 

estivessem fora do foco deste estudo, descritas a seguir. 

 

3.2.3.2.1 HAS secundária 

HAS secundária envolve outros mecanismos fisiopatológicos que não eram 

objeto de estudo nessa pesquisa. 

 

3.2.3.2.2 Idade 

Hipertensos com menos de 40 anos, frequentemente, são portadores de HAS 

secundária e indivíduos idosos (> 60 anos) podem apresentar o sistema de defesa 

antioxidante comprometido. 
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3.2.3.2.3 Obesidade e Desnutrição 

São dois extremos de má nutrição, que apresentam relação indireta com o 

estresse oxidativo (VIOLI et al., 2004; VENDEMIALE et al., 1999; ABUJA e 

ALBERTINI, 2001): A possibilidade de indivíduos obesos apresentarem distúrbios 

metabólicos tais como dislipidemias e hiperglicemia é maior do que entre os 

indivíduos eutróficos, e, entre indivíduos desnutridos é maior a freqüência de anemia 

e de deficiência de proteínas, o que compromete o sistema de defesa anti-oxidante 

(GUTTERIDGE, 1993). 

 

3.2.3.2.4 Diabetes mellitus 

Doença crônica caracterizada por deficiência absoluta ou relativa de insulina, 

cuja anormalidade metabólica típica é a hiperglicemia. A hiperglicemia promove o 

estresse oxidativo e induz o dano vascular através de várias vias, incluindo a 

formação de AGEs, com liberação direta de ERO (ABUJA e ALBERTINI, 2001; 

VIOLI et al., 2004).  

 

3.2.3.2.5 Hipercolesterolemia 

 O excesso de colesterol circulante no sangue está associado com o aumento 

do estresse oxidativo por promover a formação de proteínas de farnesilação na 

cascata de biossíntese do colesterol, por favorecer o desacoplamento de eNOS e 

por aumentar a atividade de NAD(P)Hox (WASSMANN et al., 2004; VIOLI et al., 

2004). 

 

3.2.3.2.6 Tabagismo 

Toxinas produzidas pela inalação da fumaça do tabaco, destacando-se o 

monóxido de carbono, estariam envolvidas na produção de espécies reativas 

radicalares. Muitas substâncias presentes no cigarro na forma gasosa, como NH3, 

CO, CO2, aldeídos voláteis (acetaldeído, formaldeído, acroleína, etc), além de 

alcatrão, de nicotina, de metais, entre outros, promovem o estresse oxidativo, por 

diversas vias: (1) por causar dano direto, estimulando a peroxidação lipídica e 

oxidando bases do DNA; (2) por reagir com GSH e modificar proteínas com grupos 

SH e NH2 (no caso dos aldeídos voláteis); (3) por estimular o macrófago a produzir 
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ERO e ERN ; (4) além de diminuir a atividade de ceruloplasmina (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002).  

 

3.2.3.2.7 Menopausa 

Fase do ciclo da vida da mulher aonde ocorre diminuição do hormônio sexual 

feminino. O estrógeno inibe a peroxidação lipídica in vitro, provavelmente por causa 

do grupo OH que possui em seu anel fenólico, atuando como anti-oxidante 

bloqueador da reação em cadeia, em uma via semelhante à da vitamina E 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; MIQUEL et al., 2005).  

 

3.2.3.2.8 Gravidez e lactação 

Situações especiais que não eram objeto desse estudo. 

 

3.2.3.2.9 Doença de Wilson 

Doença causada por deficiência de ceruloplasmina no sangue e que, por 

conseqüência, provoca toxicidade por excesso de cobre livre que passa a se 

depositar no fígado, rim, córnea e cérebro causando tremores e dano, o que dificulta 

a coordenação motora e promove progressivo retardo mental. O cobre, metal de 

transição, em excesso, encontra-se na forma livre, devido à deficiência de 

ceruloplasmina e favorece o estresse oxidativo, pela sua facilidade de tranferência 

de elétrons ao oxigênio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).  

 

3.2.3.2.10 Doença de Keshan 

Doença que evolui com inapetência e disritmia cardíaca, devido à deficiência 

de selênio, condição na qual não ocorre a produção de selenoproteínas (GSH, GPx, 

GR, etc), sistemas de defesa antioxidante importantes e essenciais, instalando-se o 

estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; HOLBEN, 1999). 

 
3.2.3.2.11 Uso de alopurinol 

Medicamento (Figura 22) utilizado no tratamento da hiperuricemia, captura e 

inativa ERO. O alopurinol e seu metabólito oxipurinol têm potencial farmacológico 

para proteger os tecidos do dano oxidativo em doenças mediadas pelo excesso de 
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atividade da xantina oxidase. O alopurinol serve como substrato da xantina oxidase 

e compete com os substratos fisiológicos xantina e hipoxantina, prevenindo, 

portanto, a produção em excesso de ácido úrico (Figura 15). Seu metabólito 

oxipurinol (Figura 22) é um inibidor da xantina oxidase, formando um complexo 

estável que não gera mais superóxido (BESWICK et al., 2001, DOEHNER et al., 

2002). 

 

3.2.3.2.12 Uso de probucol 

Esse medicamento (Figura 22), atua como anti-oxidante, inibindo a 

modificação oxidativa da LDL. O probucol é utilizado como terapia medicamentosa 

auxiliar nas hipercolesterolemias, uma vez que reduz o LDL em cerca de 10%, 

porém seu uso é restrito, uma vez que também reduz o HDL em cerca de 15 a 20% 

(III DBD, 2001) 
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Figura 22.  Estruturas do probucol  (A)  a lopur inol  (B)  e  ox ipur inol  (C) .  

3.2.4 Amostra 

 

Do total de 496 indivíduos estudados, foram selecionados e incluídos 41 

(8,26%) indivíduos assim distribuídos: 

• 20 indivíduos hipertensos do município de Flexeiras (HAS primária), que 

constituem o grupo estudo (GE); 
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• 21 indivíduos não hipertensos do município de Flexeiras, que constituem 

o grupo controle (GC). 

Uma vez preenchidos os critérios de seleção, os indivíduos foram convidados 

para uma reunião no Hospital Universitário – UFAL, na qual foi apresentado o 

protocolo da pesquisa, no sentido de reforçar a orientação individual prévia e a 

importância da colaboração de todos no preparo e coleta de dados. 

 

3.3 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

O projeto desta pesquisa foi submetido e aprovado pelo comitê de ética e 

pesquisa da UFAL (CEPE – UFAL) (Apêndice 5) e todos os indivíduos foram 

incluídos nesse estudo, mediante termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

(Apêndice 6). Todos os indivíduos incluídos tomaram ciência das etapas da 

pesquisa individualmente e em reunião no auditório do HU-UFAL, como supracitado, 

utilizando recurso de multimídia ilustrativo (Apêndice 7). 

Ao término do estudo, os indivíduos estudados receberam os resultados dos 

exames de sangue e antropométrico (Apêndice 8) e foram convidados a assistir à 

apresentação dos resultados da pesquisa, também no auditório do HU-UFAL, com a 

utilização de recurso de multimídia ilustrativo (Apêndice 9). Os dados obtidos dos 

inquéritos dietéticos serão divulgados para os indivíduos em oficinas de educação 

nutricional, e em consultas de nutrição que já estão em processo de agendamento. 

 

3.4 PROTOCOLO DE INVESTIGAÇÃO 

 
 

O protocolo de investigação consistiu em (1) avaliação clínica, bioquímica e 

antropométrica para a seleção (2) avaliação antropométrica e dietética para 

caracterização da amostra selecionada e (3) avaliação laboratorial do balanço redox, 

aqui estabelecido, através da quantificação de alguns biomarcadores em sangue 

humano, sendo selecionados para este estudo as enzimas antioxidantes SOD, CAT 

e GPx; ceruloplasmina e transferrina; GSH, ácido úrico e Vitamina C, e a pesquisa 
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da presença de grupos carbonila em proteínas e malondialdeído, como descrito a 

seguir (3.4.3.4). 

 

3.4.1 Avaliação clínica, bioquímica e antropométrica para a seleção 

 
Foram obtidos dados de medida da pressão arterial e dados clínicos de 

seleção (p.ex. glicemia vs não diabetes, perfil lipídico vs não hipercolesterolemia, 

quadro clínico de menopausa, etc); medicamento anti-hipertensivo em uso e 

posologia entre outros. Estes dados foram obtidos através de exame físico e 

anamnese e exames bioquímicos realizados por profissionais de saúde (Médicos, 

Enfermeiros, Nutricionistas e Auxiliares de Laboratório) e estudantes do curso de 

Nutrição – UFAL. 

 

3.4.2 Avaliação nutricional dietética e antropométrica para caracterização da 

amostra selecionada 

 

3.4.2.1 Avaliação dietética 

Foram aplicados, para cada indivíduo, 2 a 3 inquéritos dietéticos do tipo 

Recordatório de 24 horas (R24H) (Apêndice 10), em entrevistas realizadas através 

de visitas domiciliares (pelo menos um R24H) e via telefone, em dia útil, sorteado 

sem conhecimento prévio do entrevistador, nem do entrevistado. Foi utilizado para o 

registro alimentar, álbuns de fotografias de alimentos (ZABOTO, 1996), utensílios e 

medidas caseiras. 

As medidas caseiras foram transformadas em porções, quantidade em grama 

(g) e volume em mililitro (mL), para subseqüente análise de calorias e  dos seguintes 

nutrientes: carboidratos (CHOH)n, proteínas (Prot.) e lipídios (Lip.); vitaminas C e E; 

minerais ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selênio (Se); eletrólitos sódio (Na) e 

potássio (K), além de fibras. O critério adotado para seleção dos nutrientes foi a sua 

relação com a hipertensão [carboidratos (CHOH)n, Prot, Lip, Na, K e fibras] e com o 

estresse oxidativo, como antioxidante (vits. C e E) ou como parte das enzimas AO 

(Fe, Zn, Cu, Se).  
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Para o cálculo dos nutrientes ingeridos utilizaram-se as tabelas de 

composição química de alimentos abaixo relacionadas, sendo os nutrientes do grupo 

I e V com o auxílio do software DietPro versão 4.0 Agromídia UFV (MG) e  os dos 

grupos II, III e IV, através de cálculo manual (Tabela 6). 

Tabela 6 .  Grupos de nutr ientes anal isados e  fontes de cá lculo  de 
composição nutr ic ional  dos a l imentos 

Grupo  Nutrientes analisados Tabelas utilizadas (Referências) 

I  Energia, carboidratos, 
proteínas, lipídios, ferro e 
vitamina C 

PINHEIRO et al. Tabela para Avaliação de Consumo 
Alimentar em Medidas Caseiras, 1996.  

II Cobre, zinco, sódio, potássio Tabela Brasileira de Composição de Alimentos, 
TACO. NEPA-UNICAMP, 2006. 

III Selênio FERREIRA et al. Concentrações de selênio em 
alimentos consumidos no Brasil. Rev. Panam. Salud 
Publica/ Pan. Am. J. Public. Health, 2002. 

IV Vitamina E PHILIPI, S. T. Tabela de Composição de Alimentos: 
Suporte para Decisão Nutricional, 2002. 

V Fibras MENDEZ et al. Tabela de Composição de Alimentos, 
1995.  

 

A ingestão dietética foi avaliada considerando a média dos dias de R24H e a 

análise da adequação da ingestão de nutrientes foi feita com base nas DRIs (Dietary 

Reference Intake), propostas pelo IM/FNB (Institute of Medicine/ Food and Nutrition 

Board) e para sódio e potássio também com base nas V DBHA (2006), cujos valores 

estão descritos na Tabela 7.  

Quanto à avaliação da ingestão de energia foi utilizada a EER (Estimated 

Energy Requirement), através das equações ilustradas na Tabela 8, sendo a 

distribuição calórica dos macronutrientes avaliada através da AMDR (Acceptable 

Macronutrient Distribution Range) (FNB, 2002), também ilustradas na Tabela 8. 

Além da avaliação da ingestão de energia e nutrientes com base nas DRIs, foi 

avaliada a ingestão média entre grupos (GE vs GC). 

Em adição à análise quantitativa dos nutrientes citados, foi avaliado o número 

médio de porções de frutas, legumes e verduras consumidas e sua adequação 

frente ao recomendado, considerando o Guia Alimentar para a População Brasileira 

(MS, 2005), que estabelece na sua diretriz 3, o consumo diário de 3 porções de 

frutas e 3 porções de legumes e verduras, como parte de uma alimentação 

saudável.  
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Tabela 7 .  Recomendações nutr ic ionais  e  terapêut icas dos micronutr ientes 
anal isados 

Nutrientes DRI 

utilizada

Recomendação diária e referência 

Vitamina C EAR Homens 75 mg 
Mulheres 60 mg (IM/FNB, 2000) 

Vitamina E EAR Homens e mulheres 12 mg (IM/ FNB, 2000) 
Cobre EAR Homens e mulheres 700 μg (IM/ FNB, 2000) 
Ferro EAR Homens 6,0 mg 

Mulheres 31 – 50 anos 8,1 mg 
                51 – 70 anos 5,0 mg (IM/ FNB, 
2000) 

Selênio EAR Homens e mulheres 45 μg (IM/FNB, 2000) 
Zinco EAR Homens 9,4 mg  

Mulheres 6,8 mg (IM/FNB, 2000) 
Sódio AI Homens  31 – 50 anos 1,5 g 

                51 – 70 anos 1,3 g 
Mulheres 31 – 50 anos 1,3 g 
                51 – 70 anos 1,2 g (IM/ FNB, 2004)
Homens e mulheres 2,4 g (V DBHA, 2006) 

Potássio AI Homens e mulheres 4,7 g  
(IM/ FNB, 2004; V DBHA, 2006) 

Fibra AI Homens 19 – 50 anos 38 g 
                ≥ 51 anos 30 g 
Mulheres 31 – 50 anos 25 g 
                  ≥ 51 anos 21 g (IM/ FNB, 2002) 

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade media estimada) 
AI: Adequade Intake (ingestão adequada) 

Os dados dietéticos foram coletados e analisados por nutricionista e 

estudantes da Faculdade de Nutrição – UFAL, previamente treinados (Apêndice 

12). 

 

Tabela 8 .  Necessidade est imada de energia  para  adul tos e  interva lo  de 
d ist r ibuição acei tável  dos macronutr ientes  
Sexo EER: necessidade estimada de energia AMDR 

M 662 - 9,53 X I + NAF X 15,91 X Peso (Kg) + 539,6 X Altura (m) 

F 354 - 3,91 X I + NAF X 9,36 X Peso (Kg) + 727 X Altura (m) 

45 -  65% (CHOH)n 

10 - 35% Prot. 

20 – 35% Lip. 

EER = Estimated Energy Requirement, AMDR = Acceptable Macronutrient Distribution Range, 
 NAF = Nível de Atividade Física (1,0 = sedentário) 
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3.4.2.2 Avaliação antropométrica 

Os pacientes foram submetidos ao exame de bioimpedância elétrica (BIA) 

(Figura 23), com aferição da circunferência da cintura (CC), no sentido de 

complementar a avaliação do estado nutricional obtida através do IMC (Indice de 

massa corporal) na triagem: A CC para verificar adiposidade andróide (AA) ou 

visceral e a BIA para avaliar a reserva de massa muscular, tecido adiposo e estado 

de hidratação do indivíduo. 

 

 

Figura 23 .  V isual ização do posic ionamento dos e let rodos para  o exame de 
b io impedância  e lét r ica  em sistema tet rapolar .  
Fonte:  Ex t ra ído  do  manua l  Comp Corp  RJL Sys tem Inc  (EUA)  mode lo  BIA 101A  

 

No agendamento, os pacientes foram orientados quanto ao preparo preliminar 

(Apêndice 11) para o exame de BIA. 

Os exames foram realizados com os pacientes deitados em maca, sendo 

afixados eletrodos adesivos nas extremidades dominantes (dorso do pé e da mão), 

conectados ao sistema de bioimpedância Comp Corp RJL System Inc (EUA) modelo 

BIA 101A (Figura 23). 

A circunferência da cintura e as medidas de peso e altura foram aferidas, com 

a utilização de fita métrica de fibra de vidro e balança antropométrica digital Filizola. 
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Os dados de CC foram interpretados segundo o National Cholesterol Education 

Program/ Adult Treatment Panel (NCEP ATPIII), 2001: AA ♀ = CC > 88 cm e AA ♂ = 

CC > 102cm, e os dados de IMC segundo OMS (1995): Obesidade IMC ≥ 30 Kg/m2 

e Desnutrição IMC ≤18,5 Kg/m2 (VASCONCELOS, 2003). Os dados antropométricos 

foram coletados por nutricionista e estudantes da Faculdade de Nutrição – UFAL, 

previamente treinados. 

 

3.4.3 Avaliação laboratorial do balanço redox  

 

3.4.3.1 Preparo dos pacientes para dosagem dos biomarcadores de balanço 

redox. 

Os pacientes foram orientados a suspender, se em uso, medicamentos 

interferentes como suplementos vitamínicos e minerais, paracetamol, dexametazona 

e bebidas alcoólicas (Apêndice 11), 4 semanas antes da coleta de sangue, e, a 

comparecer em jejum de 12 horas no dia da coleta.  

Ao longo do mês de preparo, os pacientes eram contactados através de 

visitas domiciliares, agendamento de consultas ou via telefone, com o auxílio dos 

agentes comunitários de saúde, no caso dos indivíduos de Flexeiras, no sentido de 

assegurar a manutenção dos procedimentos de preparo. 

  

3.4.3.1.1 Fundamentação para o preparo dos indivíduos para dosagem dos 

biomarcadores de balanço redox 

 

3.4.3.1.1.1 Suspensão de suplementos vitamínicos e minerais  

A utilização de suplementos vitamínicos e minerais representa um aporte 

sobressalente de nutrientes antioxidantes, geralmente de difícil obtenção através da 

dieta cotidiana, o que constitue uma situação artificial capaz de mascarar o ambiente 

antioxidante real podendo reforçar o estado antioxidante (suplementação de selênio, 

por exemplo) ou estabelecer uma condição pró-oxidante (suplementação de ferro, 

por exemplo). 
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3.4.3.1.1.2 Suspensão de paracetamol 

O paracetamol (Figura 24), medicamento de efeito analgésico e antitérmico, 

ao ser metabolizado é transformado no fígado em ácido mercaptúrico, que diminue a 

concentração de GSH (ABDALLA, 1993); ele pode ser catabolizado por citocromo 

P450, particularmente o (CYPE1), abundante na célula hepática, cujos substratos 

são xenobióticos (álcool, inseticidas, paracetamol, etc), e o produto, a isoforma 

quinoneimina, pode ser atacada por proteínas com grupos SH (nucleófilos). O 

paracetamol ou acetaminofeno pode ser catabolizado por glutationa S transferase 

(GST), através da conjugação com GSH. A GSH conjugada é excretada e os adutos 

podem ser degradados e acetilados a sua forma conjugada de N-acetilcisteína (Ác. 

Mercaptúricos) que podem ser excretados na urina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2002). O paracetamol é, portanto, um fármaco com intensa atividade pró-oxidante.  

 

3.4.3.1.1.3 Suspensão de dexametazona 

A dexametazona (Figura 24) é um antiinflamatório corticosteróide que inibe a 

fosfolipase A2, diminuindo a liberação de ácido araquidônico, a formação de 

eicosanóides e a produção de interleucina 1 (IL-1), fator de ativação do 

plasminogênio (PAF), fator de necrose tumoral (TNFα) e do inibidor da óxido nitrico 

sintase (eNOS), por macrófagos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), atuando 

indiretamente como um antioxidante. 
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Figura 24 .  Estruturas do paracetamol  (A ) ,  seu produto de oxidação  (B)  e da 
dexametasona (C) .  
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3.4.3.1.1.4 Suspensão de bebidas alcoólicas 

O álcool induz o estresse oxidativo durante o seu metabolismo de diversas 

formas: induzindo a enzima citocromo P450 a produzir mais O2
•⎯, aumentando a 

razão NADH/NAD+ pela maior atividade da enzima álcool desidrogenase, o que 

favorece a redução de Fe3+ a Fe2+, envolvido na geração de •OH a partir de H2O2 e 

diminuindo a biodisponibilidade de nutrientes, entre outras (McDONOUGH, 2003; 

VENDEMIALE et al., 1999, HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; MANTLE e 

PREEDY, 1999; JORDÃO JUNIOR, 1998; PAPAS, 1996). 

 

3.4.3.2 Coleta e tratamento das amostras de sangue 

Os pacientes de Flexeiras foram conduzidos a Maceió em grupos, em 

transporte coletivo cedido pela Prefeitura Municipal de Flexeiras (Flexeiras - Maceió) 

e pela UFAL (Maceió – Flexeiras). 

A coleta foi realizada em 2 semanas no laboratório de análises clínicas do 

HU/UFAL por auxiliares de laboratório, utilizando cadeiras de coleta, garrotes e 

agulhas com tubo de ensaio a vácuo (Vacutainer ®), conforme procedimento padrão 

para coleta de sangue. Na 1ª semana, de 10/05 a 13/05/2005 e na 2ª semana de 18 

a 23/08/2005. 

Após a coleta, os pacientes foram conduzidos ao refeitório do HU/UFAL para 

o desjejum e, em seguida, conduzidos ao seu local de origem. 

Foram colhidos 20 mL de sangue em três tubos, sendo: 10 mL em heparina 

para as análises das enzimas antioxidantes e carbonila; 5 mL em EDTA para análise 

do hemograma e 5 mL, sem anticoagulante, para análise de transferrina, ácido úrico, 

ceruloplasmina e MDA, segundo fluxo de análise (Apêndice 13). 

O sangue heparinizado e o sangue sem anticoagulante foram centrifugados a 

3000 rpm, durante 5 minutos a 1569 xg (força centrífuga, assim representada em 

vezes por grama) e, as alíquotas de soro, plasma e hemácias colhidas em triplicata, 

acondicionadas em eppendorfs, etiquetadas e organizadas em estantes para 

armazenamento. 
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3.4.3.3 Armazenamento e transporte das amostras de sangue 

Logo após aliquotagem das amostras, as mesmas foram armazenadas na 

soroteca do laboratório do HU/UFAL, a -20 °C, para as análises bioquímicas e no 

Laboratório de Imunogenética do HEMOAL (Hemocentro de Alagoas), até o seu 

transporte para o Laboratório de Estresse Oxidativo, Depto. de Biofísica da UFRGS 

para as análises dos antioxidantes e marcadores de ambiente redox. 

As alíquotas de hemácias, soro e plasma foram transportadas para a UFRGS 

acondicionadas em gelo seco e lá mantidas a -80 °C, até a análise. 

 

3.4.3.4 Análises das amostras 

 

3.4.3.4.1 Análises bioquímicas e hemograma 

As análises bioquímicas e os hemogramas foram realizados no laboratório do 

HU/UFAL. A análise de transferrina foi realizada através do método colorimétrico 

manual e de ceruloplasmina através do método enzimático manual como descrito no 

item 3.5. O ácido úrico e as análises complementares da Capacidade Total de 

Ligação Ferro (CTLF), foram quantificados em soro fresco, pelo método enzimático 

automatizado de química clínica, Dimension® dade Behring.  

A leitura do hemograma foi feita em sangue fresco, coletado em EDTA, 

imediatamente após a coleta, pela hematologista do laboratório, através de 

metodologia automatizada no autoanalisador hematológico modelo STKS Colter 

(EUA), para obtenção dos valores individuais de concentração da hemoglobina 

(g/dL), para subseqüente utilização nos cálculos das enzimas antioxidantes, cujas 

unidades são expressas em unidades por grama de hemoglobina. 

 
3.4.3.4.2 Análises cromatográficas e espectrofotométricas  

Para estas análises, realizadas na Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul (UFRGS), nos Departamentos de Química e de Biofísica, foram utilizadas 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – High Performance Liquid 

Chromatography) e espectrofotometria no ultravioleta-visível (UV-VIS), técnica de 

detecção de todas as análises. Um protocolo de análise foi elaborado, baseado em 
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estudo da literatura e em ensaios-piloto, resultando em um manual com as técnicas 

de análises aplicadas. 

Enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx), antioxidantes de baixa massa 

molecular (GSH e Vit C) e marcadores de estresse oxidativo (carbonila e MDA) 

foram, então, quantificados como descrito a seguir (3.5, 3.6). 

 

3.5 PROTOCOLOS EMPREGADOS PARA AS ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

 

3.5.1 Protocolo para análise de Transferrina (TRF) 

 

3.5.1.1 Material de análise 

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi 

mantido em repouso para coagular, para, em seguida, ser centrifugado e o soro 

separado e armazenado a -20 °C, até a análise, a ser realizada em 20 dias, no 

máximo. 

 

3.5.1.2 Reagentes e equipamentos 

Kit Spinreact: Diluente (R1), anticorpo (R2) e o calibrador PROT CAL. 

NaCl 9 g/dL 

Espectrofotômetro Bio-plus Bio 2000 com cubeta de quartzo de 1 cm  

 

3.5.1.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

A quantificação de TRF é feita por turbidimetria, pois os anticorpos anti-TRF 

formam compostos insolúveis com a TRF da amostra do paciente, ocasionando uma 

mudança de absorvência proporcional à concentração de TRF, na amostra que pode 

ser quantificada por comparação com o calibrador de TRF de concentração 

conhecida. 

Os dados brutos de absorvência obtidos em 1 minuto e em 2 minutos são 

subtraídos (A1min - A2min ) e a concentração de TRF da amostra é calculada pela 
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interpolação dessa diferença na curva de calibração. Os resultados obtidos são 

expressos em mg/dL (valores de referência, Tabela 9). 

A TRF foi também quantificada pelo método indireto, através do cálculo da 

CTLF e os valores obtidos foram muito próximos. Os resultados aqui apresentados 

são do método direto de análise. 

 

3.5.2 Protocolo para análise de Ceruloplasmina (CER) 

 

3.5.2.1 Material de análise 

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi 

mantido em repouso para coagular e, em seguida, foi centrifugado e o soro fresco 

separado e analisado. 

 

3.5.2.2 Reagentes e equipamentos 

Kit Spinreact: solução tampão (R1), anticorpo anticeruloplasmina (R2) e o 

calibrador NaCl 9 g/dL 

Espectrofotômetro Quick-Lab Drak (λ 340 nm, 37°, cubeta de quartzo de 

1cm). 

 

3.5.2.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

A quantificação de CER é feita pelo mesmo princípio da TRF, por 

imunoturbidimetria, uma vez que é baseada na reação antígeno-anticorpo, entre a 

ceruloplasmina como antígeno e o anticorpo anti-CER do kit. 

Os dados brutos de absorvência obtidos de cada amostra são calculados pela 

interpolação desta diferença na curva de calibração. Os resultados obtidos são 

expressos em mg/dL (valores de referência, Tabela 9). 
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3.6 PROTOCOLOS EMPREGADOS PARA A REALIZAÇÃO DAS TÉCNICAS 

CROMATOGRÁFICAS E ESPECTROFOTOMÉTRICAS  

 

 

3.6.1 Protocolo para análise simultânea de ascorbato e malondialdeído por 

HPLC (CLAE) com detecção em ultravioleta, em soro humano, segundo 

KATEPE, 2004  

 

3.6.1.1 Material de análise 

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi 

centrifugado, o soro separado e armazenado a - 80° C, até a análise realizada cerca 

de 1 mês depois. 

 

3.6.1.2 Reagentes e equipamentos 

Ácido Perclórico 70% (PM: 100,47 g/mol) 0,1 M (Carlos Erba); 

Água destilada; 

Fosfato de Potássio monobásico 30 mM, pH 3,6; 

Metanol HPLC Grau A 452-4 UM 1230 Fischer Scientific F, classe 1B; 

Centrífuga para tubo falcon; 

Bomba à vácuo PRIMAR; 

HPLC SPD – 10 A Shimadzu com detector no UV-visível em coluna C18, 

SUPELCO, SUPELCOSIL, LC-18-DB, 1 cm x 4 m, 5 μm. 

 

3.6.1.3 Procedimento para análise em HPLC-UV 

As análises foram realizadas no Depto de Química da UFRGS, no laboratório 

da Profa Maria do Carmo Roaro Peralba, em HPLC, com detector UV-visível. 

A fase móvel foi 990:10 mL (v/v) 30 mM Fosfato de Potássio monobásico (pH 

3,6) – metanol (1% de metanol em tampão fosfato monobásico), filtrada em filtro 

0,22 mm a um  fluxo de 1,2 mL/minuto. 
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Os cromatogramas foram monitorados a 250 nm e o volume de injeção foi de 

2,0 mL. O tempo de retenção do ácido ascórbico e do malondialdeído foram de 1,85 

minutos e 2,70 minutos, respectivamente.  

 

3.6.1.4 Comentários sobre o método e tratamento dos dados brutos obtidos 

Acido Ascórbico e Malondialdeído (MDA) são dois parâmetros importantes 

para medir o balanço redox em sistemas biológicos: A vitamina C é um potente 

antioxidante intra e extracelular, que atua como capturador de ânion-radical 

superóxido, radicais hidroperóxido e peroxila; reage com hipoclorito e oxigênio 

simpleto, além de regenerar a vitamina E, quando essa atua como antioxidante, 

entre outras funções. O malondialdeído (MDA), por sua vez, é um marcador de dano 

oxidativo, pois deriva da cascata da peroxidação lipídica da membrana celular. 

O método de determinação simultânea de Ácido Ascórbico e MDA por HPLC, 

recentemente desenvolvido por KATEPE (2004), apresenta as vantagens de ser 

rápido, simples, de fácil execução e requer pouco material, uma vez que a 

determinação e quantificação de tais substâncias são feitas sob as mesmas 

condições analíticas. 

Os dados brutos obtidos (áreas dos picos) são divididos pelo valor de R2 mais 

próximo de 1 na curva de regressão linear da área versus concentração dos padrões 

e multiplicados pelo fator de diluição. Os valores finais das variáveis foram 

expressos em mmol/L (Valores de referência adotados, Tabela 9). 

 

3.6.2 Protocolo para determinação da atividade da Catalase (CAT) em sangue 

humano, adaptado de AEBI, 1984 (Apêndice 14).  

 

3.6.2.1 Material de análise  

Papa de hemácias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema 

Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi centrifugado e as hemácias separadas e 

armazenadas a - 80° C até a análise, realizada cerca de 1 mês depois. 
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3.6.2.2 Reagentes e equipamentos 

PMSF (PM: 174,20 g/mol): Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical 

Company, St Louis, MO, USA); 

TF: Tampão Fosfato, 50 mM (pH 7,0); 

Etanol a 2%;  

H2O2  300 Mm; 

Espectrofotômetro U-2001 Hitachi com cubeta de quartzo de 3 mL . 

 

3.6.2.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

A atividade da catalase em sangue humano é determinada utilizando-se sua 

função de dismutar peróxido de hidrogênio em água e oxigênio. Tal análise é 

realizada seja através de decaimento de H2O2, seja através do aparecimento de O2. 

Neste experimento verificou-se a leitura do decaimento do H2O2 em 

espectrofotômetro no ultravioleta a 240 nm. Os valores brutos obtidos em Δa 

(delta/min) foram corrigidos por um fator de correção de queda da atividade por 

diluição do hemolisado (AEBI, 1984), divididos pela absortividade molar de H2O2 a 

240 nm (ε 0,0394 L mmol-1mm-1) e, divididos pela concentração de hemoglobina de 

cada indivíduo e expressos em KU/gHb (constante de reação de 1ª ordem, K 

relacionada à unidade de enzima por grama de hemoglobina), cujos resultados 

foram também comparados com valores de referência (Tabela 9).  

 

3.6.3 Protocolo para determinação da atividade da Glutationa peroxidase (GPx) 

em sangue humano, adaptado de PAGLIA e VALENTINE, 1967 (Apêndice 11). 

 

3.6.3.1 Material de análise 

Papa de hemácias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema 

Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi centrifugado e as hemácias separadas e 

armazenadas a - 80° C até a análise, realizada cerca de 1 mês depois. 
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3.6.3.2 Reagentes e equipamentos 

PMSF (PM: 174,20 g/mol): Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical 

Company, St Louis, MO USA); 

TF: Tampão Fosfato 100 mM (pH 7,0); 

Etanol a 2% ; 

NAD(P)H (PM: 905,5 g/mol) 0,15 mM Tetrasodium Salt aprox 98%, Acrós 

Organics; 

GSH (PM: 303,7g/mol): Glutationa reduzida, (γ-Glu-Cys-Gly, GSH) Sigma G. 

4251,  Steinheim, Germany; 

GR: Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2) Sigma Aldrich, G. 36641, Steinheim, 

Germany, 500 units, 1U: 1 μL; 

EDTA ultrapuro (PM: 372,24 g/mol): Acido Etilenodiaminotetra-acético, 1 mM. 

New Jersey, USA; 

OBS.: Preparar a mistura com NAD(P)H (20 mL), GSH (20 mL), GR(3 μL),  EDTA 

(20 mL) e TF (20 mL). Manter em frasco coberto com papel alumínio (volume final 

80,3 mL). 

TBOOH: Hidroperóxido de terc-butila;  

Banho maria; 

Espectrofotômetro U-2001 Hitachi com cubeta de quartzo de 1 mL. 

  

3.6.3.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

A GPx reduz peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos alquilílicos em água e 

álcool, respectivamente. O método mais utilizado está baseado na medida de GSSG 

usando GR e NAD(P)H. GSSG é imediatamente convertida a GSH com oxidação de 

NAD(P)H a NADP+ e a absorvência é medida a 340 nm relativa à absorvência de 

NAD(P)H. 

Os valores brutos obtidos em delta/min foram divididos pela absortividade 

molar de NAD(P)H a 340 nm (ε 6,22 x 103 M-1cm-1), corrigida pelo fator de diluição da 

técnica, divididos pela concentração de hemoglobina de cada indivíduo e expressos 

em U/gHb (unidade de enzima por grama de hemoglobina ) (valores de referência, 

Tabela 9). 
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3.6.4 Protocolo para determinação da Glutationa (GSH) em sangue humano, 

adaptado de AKERBOOM e SIES, 1981 (Apêndice 14). 

 

3.6.4.1 Material de análise 

Papa de hemácias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema 

Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi centrifugado e as hemácias separadas e 

armazenadas a - 80° C até a análise, realizada cerca de 1 mês depois. 

 

3.6.4.2 Reagentes e equipamentos 

PMSF (PM:174,20 g/mol) Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical 

Company, St Louis, MO USA) ; 

TF: Tampão Fosfato 50 mM (pH 7,0); 

Etanol a 2%;  

GSSG (PM: 612,66 g/mol): Glutationa oxidada. Sigma Aldrich, Steinheim, 

Germany; 

DTNB 5,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico). Sigma Chemical Company, St 

Louis, MO, USA; 

NAD(P)H Tetrasodium Salt aprox 98%, pm 905,5 g/mol, Acrós Organics; 

GR Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2) Sigma Aldrich, G. 36641, Steinheim, 

Germany, 500 units, 1U: 1 μL; 

Centrífuga; 

Espectrofotômetro FEMTO 700plus com cubeta de quartzo de 1 mL. 

 

3.6.4.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

A concentração de Glutationa total (GSH + GSSG) pode ser medida, usando-

se 5,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) e GR. A velocidade de redução de 5’,5’-

ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) – DTNB é verificada espectrofotometricamente, a 412 

nm, comprimento de onda em que é formado 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). 

Os dados brutos de absorvência obtidos são subtraídos (amostra - branco), 

multiplicados pelo fator de diluição da técnica e divididos pela absortividade molar de 
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TNB a 412 nm (ε 13600 M-1cm-1), divididos pela concentração de hemoglobina de 

cada indivíduo e expressos em U/gHb (Valores de referência, Tabela 9). 

 

3.6.5 Protocolo para determinação da atividade da Superóxido Dismutase 

(SOD) em sangue humano, seguindo o procedimento do kit RANDOX Ransod 

(Apêndice 15). 

 

3.6.5.1 Material de análise 

Papa de hemácias, obtida de sangue coletado com heparina, em sistema 

Vacutainer®. Após coleta, o sangue foi centrifugado e as hemácias separadas e 

armazenadas a -80 °C. 

 

3.6.5.2 Reagentes  

PMSF (PM:174,20): Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical Company,   

St Louis, MO USA); 

TF: Tampão Fosfato 10 mM (pH 7,0); 

Kit RANDOX (Ransod Superoxido dismutase): com os reagentes (1) 

Substrato Misto (Xantina Oxidase - XO + 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-

cloreto de feniltetrazol - INT), (2) Tampão, (3) Xantina oxidase e (4) Padrão;  

Diluente de amostra (não incluso no kit); 

Centrifuga; 

Espectrofotômetro ESPECTRAMAX 250.  

 

3.6.5.3 Procedimento para leitura de SOD em espectrofotômetro 

Coloca-se a placa no espectrofotômetro em temperatura de 37 °C por 5 

minutos. Retirar do equipamento e, em seguida, pipetar imediatamnte 25 μL de XO 

em todos os pocinhos, inclusive no branco e nos padrões e homogeneizar. 

Fazer a leitura em 1 minuto e em 4 minutos. 
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3.6.5.4 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos 

Esse método emprega o substrato misto contendo Xantina Oxidase (XO) 

como fonte de ânion superóxido, o qual irá reagir com o 2-(4-iodofenil)-3-(4 

nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT) presente no substrato misto, para formar o 

composto vermelho de formazan, detectado a 505 nm. 

Os dados brutos de absorvência obtidos em 1 minuto e em 4 minutos são 

subtraídos (A1min - A4min), corrigidos por um fator de diluição, aplicado a % de 

inibição, conforme instruções do kit, divididos pela concentração de hemoglobina de 

cada indivíduo e expressos em U/gHb.  Valores de referência, Tabela 9. 

 

3.6.6 Protocolo para identificação da presença de grupo carbonila em plasma 

humano, adaptado de LEVINE et al., 1990 (Apêndice 16). 

 

3.6.6.1 Material de análise 

Plasma obtido de sangue coletado com heparina em sistema Vacutainer®. 

Após coleta, o sangue foi centrifugado e o plasma separado e armazenado a -80 °C 

até a análise, realizada cerca de 1 mês depois. 

 

3.6.6.2 Reagentes e equipamentos 

PMSF (pm: 174,20): Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical 

Company,   St Louis, MO USA); 

TF: Tampão Fosfato 20 mM;  

TCA: Ácido Tricloroacético a 10% (TCA PA Merck, Alemanha). Dissolver 50g 

de TCA em 100 mL de água MilliQ; 

2,4 DNPH (MM: 198,1): Dinitrofenil-hidrazina (Sigma Aldrich, Alemanha), 10 

mM em 2 M HCl. Colocar 0,03962 g de DNPH em 20 mL de HCl 2 M; 

Guanidina (PM: 95,53): Guanidine hydrochloride, 98% (Acros Organics, New 

Jersey, USA). 6M em 20 mM de TF. Colocar 11,4636 g em 20 mL de tampão 

fosfato 20 mM. Ajustar o pH com TCA para 2,3; 

Etanol: Acetato de etila (1:1) 1,0 mL; 

NaOH: Hidróxido de sódio 0,2 M; 
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Centífuga;  

Vortex;  

Espectrofotômetro ESPECTRAMAX 250.  

 

3.6.6.3 Fundamento do método e tratamento dos dados  

Esse é o método mais utilizado para determinar proteína carbonilada em 

plasma.  

Os grupos carbonila em proteínas são formados pela oxidação dos 

aminoácidos lisina, prolina, arginina e treonina.  

Os dados brutos de absorvência obtidos são subtraídos (amostra - branco) e 

são divididos pela absortividade molar dos grupos carbonila a 360 nm (ε carbonila 

22000 M-1 cm-1), corrigida pelo fator de diluição da técnica, e expressos em nmol/g 

proteína (valores de referência, Tabela 9). 

 
3.7 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

 

Os dados numéricos finais, obtidos após cálculos primários de cada variável, 

sejam de caracterização da população estudada, sejam de estudo dietético, ou 

ainda de estudo do balanço redox, foram dispostos em planilha do Excel® e 

submetidos à análise de consistência.  

Os dados de caracterização da população estão apresentados em média, 

desvio padrão no caso das variáveis contínuas (sendo também em mediana para os 

micronutrientes da dieta  e biomarcadores de balanço redox) e em número e 

percentual nos seus respectivos pontos de corte, no caso das variáveis discretas. 

Utilizou-se o programa Microcal ORIGIN versão 6.0 para a apresentação dos 

resultados dos biomarcadores em gráfico. 

Os testes estatísticos foram aplicados utilizando-se o programa SPSS 

(Statistical Package for Social Sciences), versão 11.0. 

A análise estatística foi realizada aplicando-se, inicialmente, o teste de 

Kolmogorov-Smirnov, para verificar a distribuição gaussiana. Para comparação entre 
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os grupos, foi feito o teste t de Student para as variáveis com distribuição normal e o 

teste de Mann-Whitney para as variáveis, com distribuição assimétrica. 

Tabela 9 .  Valores de referência  adotados para  os biomarcadores de 
balanço redox estudados 

Biomarcadores 

Estudados 

Valores de 

referência 

Adotados 

Fontes 

 

Justificativa 

SOD (U/gHb) 1102  -  1601 Kit Ransod Randox Kit utilizado 

CAT (KU/gHb) 130,36 - 192,27 
 
 
118,8  -  292 

ANDERSEN et al., Clin 
Chem, 43: 562, 1997. 
 
BOGDANSKA et al., 
Bratisl Lek Listy, 104: 
108, 2003. 

Técnica utilizada  

GPx (U/gHb) 

 

30 - 44  
 
 
86,32  - 165,55 
 
 
28,1 - 74,9 
 

ARMSTRONG, Free Rad 
Antiox Protocol, 1998. 
 
ANDERSEN et al., Clin 
Chem, 43: 562, 1997. 
 
BOGDANSKA et al., 
Bratisl Lek Listy, 104: 
108, 2003. 

Técnica utilizada 

GSH (mM) 1 - 11 
 

SCHAFER e BUETTNER, 
Free Rad Biol Méd, 30: 
1191, 2001. 

Técnica utilizada 

Ac Úrico (mg/dL) 1,5 - 7,2 Kit Dade Bering 

Dimension 

Kit utilizado 

Ascorbato 
(mmol/L) 

Diabéticos 41,91± 
7,42 
Controles  58,9 ± 9,86 

KATEPE, LCGC North 
Am, 22: 362, 2004. 

Técnica utilizada 

TF (mg/dL) 200 - 360  Kit Spinreact Kit utilizado 

CER (mg/dL) 15 -  60 Kit Spinreact Kit utilizado 

MDA (mmol/L) Diabéticos 2,63 ± 0,35 
Controles 1,48 ± 0,22 

KATEPE, LCGC North 
Am, 22:362, 2004. 

Técnica utilizada 

Carbonila (nmol/g 

proteina) 

 

0,4 - 1  
 
 
 1  

HALLIWELL E 
GUTTERIDGE, Free Rad 
Biol Med, 2002. 
SHACTER, Drug Metab. 
Rev, 32: 307, 2000. 

Técnica utilizada 

 

Para análise dos dados foram obtidas as medidas estatísticas: média, 

mediana e desvio padrão, distribuições absolutas e percentuais e valores da 

correlação de Pearson ou Spearman (técnicas de estatística descritiva). 
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Foram utilizados os seguintes testes: t-Student para amostras independentes 

com variâncias iguais ou com variâncias desiguais (de acordo com o teste F de 

Levene para igualdade de variâncias), e teste de Mann-Whitney ;  teste do Qui-

quadrado de Pearson e teste exato de Fisher.  

Em todos os testes, foi adotado o nível crítico de 5% para o risco de rejeição 

da hipótese nula (p <  0,05). 
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Capítulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO CRITÉRIOS DE 

INCLUSÃO 

 
 
Os grupos estudados encaixaram-se rigorosamente nos critérios de seleção 

estabelecidos, sendo todos, tanto os hipertensos quanto os controles, com idades 

entre 40 e 60 anos, não fumantes, não obesos e não desnutridos (IMC ≤ 30 Kg/m2 e 

≥ 18,5 Kg/m2), não diabéticos, com níveis séricos de colesterol (≤ 200 mg/dL) e 

glicemia (≤ 100 mg/dL) normais (Apêndice 17 ), como mostra a Tabela 10. 

 
Tabela 10 .  Caracter ização dos grupos estudados segundo a lguns cr i tér ios 
de se leção estabelec idos 

Grupos de pacientes  

Variáveis Hipertensos (H) 

n = 20 

Controles (C) 

n = 21 

Idade (anos)(1) 49,95  ±  6,99 45,85 ± 6,31  

Sexo(Feminino :F 

Masculino:M) (1) 

14/20 (70%) F 

  6/20 (30%) M 

15/21 (71,4%)F 

 6/21 (28,6%) M 

IMC (Kg/m2) (1) 26 ± 2,45 26 ± 2,94 

Colesterol sérico (mg/dL) (1) 170,85 ± 13,20 151,01 ± 23,66 

Glicemia (mg/dL) (1) 86 ± 10,14 81± 10,55 

Pressão Arterial Sistólica (mm Hg)(2)* 139,28 ± 11.41  113,33 ± 12,30 

Pressão Arterial Diastólica (mm Hg)(2)* 95 ± 9,40 73,33 ± 8,87 

(1) Não significativo . (2) p<0,05; * < 0.0001* 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO COMPOSIÇÃO 

CORPORAL E ADIPOSIDADE  

 
 

Todos os pacientes incluídos neste estudo tiveram sua avaliação 

antropométrica aprofundada com análise dos compartimentos corporais (reserva de 

massa muscular, água e reserva adiposa) através do exame de bioimpedância 

elétrica (BIA) (Apêndice 17), cujos resultados estão ilustrados na Figura 26.  
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Figura 25 .  D ist r ibuíção dos grupos de indiv íduos estudados segundo 
composição corporal  a t ravés de exame de Bio impedância  Elét r ica .   
(A)  reserva  de massa muscu lar ,  (B)  reserva  de  água corpora l   (C)  reserva de 
tec ido  ad iposo.  
Legenda : GE: Grupo Estudo: Hipertensos  
                 GC: Grupo Controle:Normotensos  
  

O perfil observado de composição corporal dos indivíduos entre grupos, foi de  

reserva muscular abaixo do ideal, reserva de gordura acima do recomendado e água 

corporal com tendência a distribuição eqüitativa entre adequada e abaixo do 

recomendado. Vale salientar que as categorias: “adequada”, “acima” e “abaixo”, 

resultam de avaliações quantitativas individuais, cujos valores numéricos variam de 
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indivíduo para indivíduo, daí a não inclusão das faixas quantitativas de cada 

categoria na Figura 25. 

Este padrão de composição corporal é compatível com indivíduos sedentários 

e reforça a homogeneidade do estado nutricional antropométrico entre os grupos. 

Além do exame de BIA foi feita análise da distribuição geográfica da gordura 

corporal, através da medida circunferência da cintura (Apêndice 17), para verificar a 

freqüência de adiposidade andróide (Tabela 11). 

 

Tabela 11 .  Distr ibuíção dos grupos estudados segundo c i rcunferência  da 
c intura  (CC)  e   f reqüência  de adiposidade andróide (AA)  

Grupos de pacientes  

Hipertensos (H) n= 20 Controles (C) n= 21 

CC  (cm) Homens(1) CC 94,58 ± 10,11  CC 96,28 ± 4,8 

CC  (cm)Mulheres(1) CC 88,60 ± 6,63  CC 90,46 ± 8,08  

AA (1) (2)1 n=7/20 (38%) n=8/21 (35%), 

(1)Não significativo.     (2)AA ♀ = CC > 88 cm e AA ♂ = CC > 102 cm 

  

A adiposidade andróide ou visceral é um distúrbio metabólico comum na HAS 

primária (V DBHA, 2006; GOULART e BENSEÑOR, 2006; IDBSM, 2004), porém 

verificou-se uma freqüência semelhante entre hipertensos e controles, o que mais 

uma vez reforça a homogeneidade no estado nutricional antropométrico entre 

grupos. . A obesidade abdominal já alcançou proporções epidêmicas em todo o 

mundo, atingindo 46% dos adultos americanos e 18,2% a 34,7% dos europeus 

(FORD, 2003), e representa importante fator de risco cardiovascular. Quando 

presente, associada à pelo menos dois dos distúrbios: hipertensão, 

hipertrigliceridemia, hiperglicemia ou HDL-c diminuído, caracteriza o indivíduo como 

portador de síndrome metabólica (NCEP/ATPIII, 2001). Nenhum dos indivíduos 

estudados apresentou tal característica. 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO ESTUDO 

DIETÉTICO 

 
 

Foram obtidos dados de 3 inquéritos dietéticos recordatórios de 24 horas 

(IDR24H) de 95% dos hipertensos (19/20 indivíduos) e 2 a 3 IDR24H de 81% dos 

controles (17/21 indivíduos), sendo 2 IDR24H de 29,41% (5/17 indivíduos)  e 3 

IDR24H de 70,58% (12/17 indivíduos) dos controles, perfazendo um total de 103 

IDR24H. Os resultados, representam a média de ingestão dietética dos 2 a 3 dias de 

registro alimentar (Apêndice 18).  

Os inquéritos dietéticos, realizados através de diferentes métodos, 

possibilitam inferir com maior precisão a quantidade de alimentos efetivamente 

consumida pelos indivíduos (MONDINI e MONTEIRO, 1994). Constituem a principal 

ferramenta para avaliar o consumo alimentar, sendo o recordatório de 24 horas a 

mais utilizada mesmo considerando suas limitações (CRISPIM et al., 2003; 

VASCONCELOS, 2003; TRIGO, 1993). Segundo WILLETT (1998), a complexidade 

da dieta humana representa um desafio para qualquer pessoa que pretenda estudar 

sua relação com a doença, uma vez que o registro e a avaliação precisos da 

ingestão alimentar são os mais difíceis aspectos de abordagem nutricional 

(CRISPIM et al., 2003). Conhecer exatamente a ingestão alimentar de indivíduos é 

sempre uma tarefa complexa pelo fato de as práticas alimentares estarem 

mergulhadas nas dimensões simbólicas da vida social, envolvidas pelos mais 

diversos significados, desde o âmbito cultural até as experiências pessoais, 

conferindo a elas menos objetividade do que se espera ao abordá-las por meio de 

métodos de investigação sobre consumo alimentar (GARCIA, 2004). Assim, apesar 

de todos os vieses, que representam desafio para os pesquisadores, o inquérito 

dietético é o método universal para estudar a dieta humana e relacioná-la à saúde e 

à doença. 

Foram estudados aspectos dietéticos relacionados à hipertensão e ao 

estresse oxidativo  
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4.3.1 Consumo de frutas, legumes e verduras 

 

A avaliação dos IDR24H quanto ao número de porções de frutas e de 

verduras e legumes consumidos (Tabela 12), (Apêndice 18) revelou valores abaixo 

do recomendado para a maioria dos indivíduos, sendo em 100% para ambos os 

grupos quanto ao consumo de legumes e verduras, e, em 84% (16/19 indivíduos) e 

70,5% (12/17 indivíduos) para hipertensos e controles respectivamente, quanto ao 

consumo de frutas. Porém, ao comparar entre grupos, verificaram-se diferenças 

significativas no consumo de legumes e verduras, que revelou menor consumo entre 

os hipertensos (Tabela 12). 

 

Tabela 12 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo consumo de 
porções de f rutas,  legumes e  verduras 

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos 

Hipertensos n= 19/20 (95%) Controles n= 17/21 (81%) 

 

Grupo 

Alimentar Média e dp(1) Mediana Média e dp(1) mediana 

 

Valor de 

p 

Frutas 

(n porções/dia) (2) 

1,51 ± 1,29 1,00 2,07 ± 1,29 2,00 0,146 

Legumes e 

verduras (n de 

porções/dia) (2) 

0,26 ± 0,48 0,00 0,78 ± 0,73 0,67 0,035* 

(1) desvio padrão. (2) teste de Mann-Whitney. * diferença significante a 5,0%. 

 

A participação de frutas, legumes e verduras no valor energético total 

fornecido pela alimentação das famílias brasileiras, inclusive do nordeste, 

independentemente da faixa de renda é baixa, tendo variado de 3% a 4% entre 

1974-2003 (MS, 2005). O consumo mínimo recomendado é de 400 g/dia (que 

corresponde a 3 porções de frutas e 3 de legumes e verduras, Anexo 2), para 

garantir 9% a 12% da energia diária consumida, considerando uma dieta de 2000 

Kcal. Estes alimentos são fundamentais numa dieta balanceada, inclusive como 

fonte de importantes anti-oxidantes como vitamina C, carotenóides e flavonóides. 

Neste sentido, além dos estudos já citados como o DASH STUDY (SACKS et al., 

2001) e o INTERHEART STUDY (YUSUF et al., 2004 ), vale citar uma revisão dos 

estudos epidemiológicos que corrobora o papel dos compostos bioativos presentes 

nas frutas e vegetais na proteção cardiovascular (KRIS-ETHERTON et al., 2002), e 
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um estudo realizado com 116 adultos, que encontrou correlação positiva entre níveis 

plasmáticos de vitamina C e consumo de frutas e vegetais avaliado através de 

inquérito dietético (BLOCK et al., 2001). 

 

4.3.2 Ingestão de energia e dos nutrientes estudados 

 

Tabela 13 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo ingestão de energia  
e  de nutr ientes 

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos 

Hipertensos n= 19/20 (95%) Controles n = 17/21 (81%) 

 

 

Nutrientes Média e 

desvio- padrão 

Mediana Média e 

desvio padrão 

Mediana 

 

Valor 

de 

p 

Energia 

(Kcal/dia)(2) 

1.783,65 ± 

634,97 

1714,58 2.423,03 ± 

1.109,96 

2184,05 0,093 

258,04 ± 93,18 243,66 335,53 ± 141,27 309,51 _ Carboidratos(g/dia) 

(% cal totais) 58,36 ± 8,76 57,39 56,73 ± 6,25 57,61 _ 

80,34 ± 35,10 77,01 108,12 ± 58,69 96,48 _ Proteínas (g/dia) 

(% cal totais) 17,79 ± 3,52 16,59 17,47 ± 2,64 18 _ 

53,51 ±  23,08 16,59 76,23 ±  42,64 68,8 _ Lipídios (g/dia) 

(% cal totais) 26,59 ± 5,87 27,58 27,53 ± 4,47 27,43 _ 

Vit. C (mg/dia) (1) 81,68 ±  48,13 73,73 215,34 ± 228.43 128,28 0,045* 

Vit. E (mg/dia) (2) 14,02 ±  7,86 11,60 15,38 ± 7,54 12,95 0,606 

Cobre (μg/dia) (2) 1345,26 ± 

1157,15 

1040,00 4294,12 ± 5954,97 1960,00 0,003* 

Ferro (mg/dia) (3) 14,90 ±  4,96 15,55 23,09 ± 14,88 18,98 0,043* 

Selênio (μg/dia) (1) 21,82 ± 10,26 21,18 23,85 ± 10,84 21,06 0,568 

Zinco (mg/dia) (3) 9,06 ± 3,61 8,89 14,95 ± 9,50 14,05 0,026* 

Sódio (g/dia) (3) 3,39 ± 1,53 3,05 5,00 ± 2,97 4,36 0,056 

Potássio (g/dia) (2) 2,17 ± 1,16 2,05 2,29 ± 1,23 1,97 0,851 

Fibras (g/dia) (2) 13,70 ±  15,11 7,38 4,98  ±  4,05 3,62 0,107 

(1) Teste de Mann-Whitney. (2) Teste t-Student com variâncias iguais. (3) Teste t-Student com 

variâncias desiguais. * diferença significante a 5,0%. 
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4.3.2.1 Ingestão de energia e de macronutrientes 

A ingestão de energia foi avaliada (1) individualmente frente às necessidades 

estimadas de energia (EERT) (Apêndice 19), definida como o valor médio de 

ingestão de energia proveniente da dieta para manutenção do balanço energético 

considerando o peso, a idade e a atividade fisica do indivíduo (FISBERG et al., 

2005), (Figura 26), e (2) considerando o peso como marcador biológico do equilíbrio 

ou desequilíbrio entre ingestão e gasto de energia, critério recomendado para tal 

avaliação, considerando o viés da super ou subestimação na informação do dia 

alimentar pelo paciente (Tabela 14, Tabela 15).  

Na Figura 26, pode ser visualizada a variabilidade na ingestão energética, 

frente às necessidades individuais: ingestão abaixo, acima e dentro das 

necessidades mínima, média e máxima de energia. Ingestão energética acima das 

necessidades médias foi observada em ambos os grupos (H=12/19; C=12/17, 

p=0,0637, Tabela 15). Estes achados corroboram a utilização do IMC como 

indicador de ingestão calórica total. 

Para isto, os grupos estudados foram distribuídos em subgrupos segundo 

faixas do IMC (FISBERG et al., 2005) (Apêndice 20), que indicam, tal como o 

observado através da avaliação dietética em ambos os grupos, que houve igual 

predomínio de ingestão excessiva de energia (Tabela 14).  

 

 

Tabela 14 .  D ist r ibuição dos grupos estudados segundo IMC 

 18,5 – 25 Kg/m2 

Ingestão adequada de 

energia 

≥ 25 Kg/m2 

Ingestão excessiva de energia

Hipertensos (n=19) 5/19 (26,3 %) 14/19 (73,7 %) 

Controles (n=17) 7/17 (41,2 %) 10/17 (58,8 %) 

Total 12 24 

Valor de p(1) 0,3450 

(1) Teste do Qui-quadrado de Pearson. 
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Figura 26.  D ist r ibuição dos Hiper tensos (A)  e  Contro les  (B)   
segundo ingestão de energia versus necessidades de energia estimadas. 
Legenda:         Ingestão          necessidade mínima          média          máxima. 
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Voltando à análise individual, por grupo, agora segundo IMC, da prevalência 

de ingestão excessiva (Tabela 15) e da ingestão versus necessidades de energia 

(Figura 27, Figura 28), observaram-se a mesma prevalência elevada de ingestão 

excessiva para ambos os grupos (Tabela 15) e a mesma ingestão individual 

igualmente elevada em ambos os grupos, frente às necessidades calóricas 

individuais (mínima, média e máxima) (Figura 27, Figura 28), independente do IMC.  

 

Tabela 15 .  D ist r ibuição dos grupos estudados segundo ingestão excessiva  
de energi   e  IMC 

Grupos de pacientes estudados e prevalência de ingestão 

excessiva de energia(2) (IDR24H vs EERT) 

 

IMC 

Hipertensos(H) Controles (C) 

 

Valor 

de p 

18,5 – 25 Kg/m2 

(n=13)(1) 

4/5 (80 %) 6/7 (85 %) 1,000 

≥ 25 Kg/m2 

(n=24)(1) 

8/14 (57,1 %) 6/10 (60 %) 1,000 

Total 12/19 (63,15%) 12/17 (70,58%) 0,637 

(1) Teste Exato de Fisher. (2) considerando a ingestão média de energia. IDR24H: Inquérito Dietético 

Recordatório de 24 horas. EERT: Estimated energy requirement (necessidade estimada de energia 

ou calorias). 
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Figura 27 .  D ist r ibuição dos Hipertensos (A)  e  contro les  (B)  com IMC ≥  25 
K/m 2   e  <  30  Kg/m 2  

segundo ingestão de energia versus necessidades de energia estimadas. 
Legenda:          Ingestão          necessidade mínima          média          máxima. 

 

 

Numero/cod dos Controles (n = 10)

Número/cod dos hipertensos (n= 14) 
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Figura 28 .  D ist r ibuição dos Hiper tensos (A)  e  contro les  (B)  com IMC ≥  18 ,5  
K/m 2   e  <  25  Kg/m 2  

segundo ingestão de energia versus necessidades de energia estimadas. 
Legenda:          Ingestão           necessidade mínima          média          máxima  

 

Quanto à ingestão dos macronutrientes proteínas, carboidratos e gorduras 

verificaram-se que estava adequada em ambos os grupos, considerando a AMDR 

da DRI (Tabela 16). 
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Tabela 16.  D ist r ibuição dos grupos estudados segundo percentual  de 
macronutr ientes provenientes da ingestão energét ica  tota l  média   
 HC Lipídios Proteínas 

Hipertensos (n=19) 58,36 ± 8,76 % 26,59 ± 5,87 % 17,79 ± 3,52 % 

Controles (n=17) 56,73 ± 6,25 % 27,53 ± 4,47 % 17,47 ± 2,64 % 

AMDR 45 - 65% 20 - 35% 10 - 35% 

AMDR: Acceptable Macronutrient Distribuition Ranges (intervalos de distribuição aceitável dos 

macronutrientes). 

 

Diante do estudado, verificou-se que tanto os indivíduos hipertensos quanto 

os controle, não obesos, apresentavam ingestão excessiva de energia com 

distribuição adequada dos macronutrientes carboidratos, proteínas e lipídios. 

A ingestão de todos os nutrientes descritos a seguir, foi avaliada entre grupos 

e frente às recomendações nutricionais (DRIs/EAR) e/ou terapêuticas (V DBHA para 

Na e K em hipertensos) (Apêndice 21) para estimar a prevalência de inadequação 

do consumo dos nutrientes selecionados (SLATER et al., 2004). 

4.3.2.2 Ingestão de sódio, de potássio e de fibras 

 

São elementos da dieta de particular importância para hipertensos por 

estarem envolvidos com o controle da pressão arterial, sendo considerado pela V 

DBHA (2006) como “de risco”, os alimentos ricos em sódio e “de proteção”, os 

alimentos ricos em potássio e fibras, baseado, inclusive no estudo DASH, que 

mostrou benefícios da dieta rica em fibras e potássio entre outros nutrientes 

protetores, e pobres em sódio no controle da pressão arterial. Estima-se que a 

adoção de um padrão de dieta DASH promova uma redução na PAS de cerca de 8 a 

14 mmHg(SACKS et al., 2001).  

O papel do sódio na elevação da PA está estabelecido através de inúmeros 

estudos experimentais, clínicos e epidemiológicos assim como o do potássio na sua 

diminuíção. Os mecanismos envolvidos incluem vasodilatação direta, natriurese, 

redução da sensibilidade ao efeito vasoconstritor de norepinefrina e AII, etc; as fibras 

aumentam a sensibilidade à insulina, reduzem a disfunção endotelial, promovem a 

natriurese, diminuem a atividade simpática e reduzem a oxidação de LDL, entre 

outras (HOUSTON, 2005). Todos estes efeitos estão direta ou indiretamente 

relacionados ao estresse oxidativo da HAS. 
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Na amostra estudada, verificou-se um padrão de ingestão menor de sódio e 

potássio e, maior de fibras no grupo hipertenso quando comparado aos controles 

(Tabela 13), porém sem diferença estatisticamente significativa. A ingestão de sódio 

foi verificada tanto no sódio intrínseco do alimento, quanto no sódio do sal 

(quantidade estimada) adicionado às preparações (Tabela 17). No entanto, em 

ambos os grupos, essa ingestão estava acima das recomendações das V DBHA 

(2006) e da UL (Tolerable Upper Intake Level; nível superior tolerável de ingestão), 

que é de 2,3 g/dia de sódio ou 6g/dia de sal: em 78,9 % dos hipertensos e em 76,5 

% dos controles. Esse nível máximo de ingestão tolerável é o valor mais alto da 

ingestão diária continuada de um indivíduo que aparentemente não oferece nenhum 

efeito adverso à saúde para quase todos os indivíduos em um mesmo estágio da 

vida (IM/FNB, 2000; IM/FNB, 2002; IM/FNB, 2004). A redução na ingestão de Na a 

este nível é capaz de reduzir a PAS em 2 a 8 mmHg. Ao se transformar esses 

valores para gramas de sal por dia (Tabela 17), verificaram-se níveis de ingestão 

próximos ao da população em geral, que é de 10 a 12 g/dia ( V DBHA, 2006).  

Tabela 17 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo ingestão e or igem 
do sódio da d ieta  

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos 

Hipertensos n = 19/20 (95%) Controles n =17/21 (81%) 

 

 

Sódio Media e 

desvio padrão 

mediana Media e 

desvio padrão 

mediana 

 

Valor 

de 

p 

Sal (g/dia)(1) 1,88 ± 0,68 2 2,33 ± 1,05 2,4 0,133 

Alimentar 

(g/dia)(2) 

1,50 ± 0,99 1,14 2,67 ± 2,21 1,62 0,114 

Total 

(g/dia)(3) 

3,39 ± 1,53 

(8,45 ± 3,8 g 

sal) 

3,05 

(7,62 g 

sal) 

5,00 ± 2,97 

(12,5 ± 7,4 g  

sal) 

4,36 

(10,9 g 

sal) 

0,056 

(1) Teste de Mann-Whitney. (2) Teste t-Student com variâncias iguais. (3) Teste t-Student com 

variâncias desiguais.  

        

Sob o aspecto do estresse oxidativo, tem-se atribuído ao potássio um 

mecanismo alternativo hipotensor que seria o da inibição da formação de radicais 

livres (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001), e, estudo em nível 

experimental verificou disfunção endotelial associada ao estresse oxidativo em ratos 



  103 

 

sal sensíveis submetidos a sobrecarga salina através de dieta (dieta com 8% de 

NaCl versus dieta com 0,3% de NaCl, durante 2 semanas)  (BAYORH et al., 2004). 

Considerando a recomendação da razão K:Na, de 5:1 (HOUSTON, 2005), os 

valores encontrados são preocupantes, pois atingiram, em média, uma relação de 

0,64:1 e 0,45:1 para hipertensos e controles, respectivamente. 

Comparando a ingestão de sódio, potássio e fibras entre grupos com a EAR, 

(Tabela 7, item 3.4.2.1, Apêndice 21), verificaram-se elevada prevalência de 

inadequação para ambos os grupos, sem diferenças estatisticamente significativas 

(Tabela 18). 

Considerando a baixa ingestão de frutas, verduras e legumes em ambos os 

grupos vale comentar que se destacaram como fontes alimentares de potássio, a 

bebida café, os tubérculos e raízes e o feijão, sendo estes vegetais, também, as 

principais fontes de fibras na dieta da população estudada. 

 

Tabela 18 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo ingestão 
inadequada de sódio ,  potássio  e  f ibras versus  recomendações.  

Grupos de pacientes estudados e 

% de indivíduos com ingestão inadequada de sódio  

e de Potássio e Fibras abaixo  da EAR 

 

Nutrientes  

 

Hipertensos n = 19/20 (95%) Controles  n = 17/21 (81%) 

Valor de 

p 

Sódio(1,2) 15/19 (78,9 %) 13/17 (76,4 %) 1,000 

Potássio(1,2) 18/19 (94,7 % ) 16/17 (94,1  %) 1,000 

Fibras(1,3) 15/19 (78,9 %) 17/17 (100 %) 0,106 

(1) Teste Exato de Fisher. (2) recomendações da V DBHA, 2006. (3) recomendações da EAR. 

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média estimada). 

 

4.3.2.3 Ingestão de vitaminas anti-oxidantes C e E 

Para as vitaminas anti-oxidantes C e E, a ingestão de ambas foi menor no 

grupo hipertenso, porém verificou-se diferença estatisticamente significativa apenas 

para a vitamina C (Tabela 13). Comparando os grupos quanto ao percentual de 

inadequação frente a EAR (Tabela 7, item 3.4.2.1, Apêndice 21),  não foram 

verificadas diferenças estatisticamente significativas (Tabela 19). 
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Tabela 19 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo ingestão 
inadequada de v i taminas ant i -ox idantes C e  E.  

Grupos de pacientes estudados e 

% de indivíduos abaixo da EAR 

 

Vitaminas 

 Hipertensos n = 19/20 (95%) Controles  n =17/21 (81%) 

Valor de 

p 

Vit C(1) 9/19 (47,36 %) 5/17 (29,41 %) 0,463 

Vit E(1) 9/19 (47,36 % ) 6/17 (35,94 %) 0,270 

(1) Teste do Qui-quadrado de Pearson. 

 

Estudos observacionais, epidemiológicos e clínicos prospectivos 

demonstraram que a ingestão dietética de vitamina C ou a concentração do 

ascorbato plasmático em seres humanos está inversamente correlacionada com 

PAS e PAD, entretanto, estudos de intervenção controlados têm sido menos 

consistentes ou inconclusivos ao relacionar administração de vitamina C e PA. 

Numerosas razões existem para tais resultados incluindo ausência de grupo 

controle, doses variadas da vitamina, variáveis demográficas, tabagismo, 

desconhecimento da ingestão dessa e de outras vitaminas interferentes, etc. São 

atribuídos muitos mecanismos, dentre eles uma melhora da disfunção endotelial 

(vasodilatação e redução da PA), promoção da diurese, aumento da produção de 

NO•, entre outros, além do efeito antioxidante inclusive de reciclagem de vitamina E, 

(Figura 17), GSH e ácido úrico, discutidas nos itens 1.5.2.4, 1.5.2.6 (HOUSTON, 

2005; DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001). 

Para vitamina C, esse perfil já era esperado considerando-se a baixa ingestão 

de frutas, legumes e verduras, apresentada no item 4.3.1, porém é perfeitamente 

passível de correção com ações de educação nutricional, uma vez que numa dieta 

cotidiana, utilizando alimentos de fácil acesso, podem-se suprir as necessidades de 

vitamina C; p. ex., uma laranja e uma fatia de mamão por dia suprem as 

necessidades nutricionais de um adulto.  

A vitamina E, além do seu efeito antioxidante fundamental na peroxidação 

lipídica, participa na melhora da função endotelial diminuindo a resistência à insulina, 

aumentando eNOS e NO•, e os níveis sanguíneos de GSH entre outros 

mecanismos, através da inibição da proteína cinase C (HOUSTON, 2005; 

DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001). Verificou-se elevada prevalência de 

inadequação deste importante nutriente. A elevada freqüência no uso de frituras 
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verificada em ambos os grupos pode representar uma ingestão real ainda menor do 

que aquela estimada pelas tabelas de composição química de alimentos, haja vista 

que as mesmas fornecem dados de uma preparação frita, p. ex., em condições 

adequadas de cocção, o que nem sempre ocorre na forma de preparo utilizada pelas 

pessoas, pois é comum a fritura em óleo num tempo acima do recomendado. São 

aspectos também passíveis de correção com ações de educação nutricional. 

 

4.3.2.4 Ingestão dos minerais: ferro, zinco, cobre e selênio 

 

A ingestão de Fe, Zn, Cu e Se foi menor no grupo hipertenso quando 

comparado ao controle, sendo esta diferença estatisticamente significativa, exceto 

para o selênio (Tabela 13). Quanto à avaliação da adequação da ingestão dos 

grupos frente à EAR (Tabela 7, item 3.4.2.1, Apêndice 21), não se verificaram 

diferenças estatisticamente significativas (Tabela 20). 

Tabela 20 .  Distr ibuição dos grupos estudados segundo ingestão 
inadequada de ferro,  z inco,  cobre  e  se lênio .  

Grupos de pacientes estudados e 

% de indivíduos abaixo da EAR 

 

 

Minerais Hipertensos n= 19/20 (95%) Controle  n=17/21 (81%) 

Valor  de 

p 

Ferro(1) 0/19 (0 %) 2/17(11,76 %) 0,216 

Zinco(1) 7/19 (36,84 % ) 4/17 (23,52 %) 0,387 

Cobre(1) 5/19 (26,31%) 1/17 (5,88 %) 0,182 

Selênio(1) 19/19 (100 %) 16/17 (94,11 %) 0,472 

(1) teste Exato de Fisher. EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média 
estimada). 

 

Ferro e cobre são nutrientes essenciais, intimamente relacionados como 

discutido no item 1.5.2.8, cujo excesso ou deficiência causa impedimento da função 

e até mesmo a morte celular. Cobre é requerido para a função de cerca de 30 

enzimas dentre elas a SOD e a Ceruloplasmina. Ferro é requerido para atividade 

das heme-proteínas dentre elas CAT, proteínas da cadeia de transporte de elétrons, 

etc. A essencialidade de ambos reside na sua capacidade de participar das reações 

de oxido-redução, que paradoxalmente são capazes de gerar radicais livres e 

espécies reativas deletérias à célula (ARREDONDO e NÚÑEZ, 2005). Sob o aspecto 
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dietético, as diferenças significativas entre os grupos estudados não se repetiram em 

inadequação frente às recomendações, ou seja, de um modo geral, a ingestão de 

ferro e cobre, está adequada frente ao recomendado, porém a dieta dos hipertensos 

contém menos Fe e Cu do que a dos controles. A relevância desse resultado pode 

estar principalmente no cobre cujos níves plasmáticos deficientes, atingidos com 

dieta deficiente de longa data, podem repercutir em aumento do ferro tissular, 

atividade diminuída de SOD, CAT e GPx, e ainda, em diminuição da atividade de 

ceruloplasmina sem afetar sua síntese e secreção (URIU-ADAMS e KEEN, 2005). 

Também tem sido proposto que a deficiência de Cobre induz ao dano cardíaco via 

produção de ERO associada à baixa atividade de enzimas antioxidantes e que o 

ONOO−, espécie reativa encontrada no endotélio sob estresse oxidativo da HAS, 

pode dissociar Cu2+ dos sítios de ligação da ceruloplasmina (URIU-ADAMS e KEEN, 

2005). Ainda, em estudo epidemiológico com 10.532 pessoas obteve-se uma curva 

em U da relação mortalidade por DCV e câncer versus ingestão de cobre (KOK et 

al., 1988). Importante salientar que os indivíduos atingiram a EAR, e que essa 

discussão se baseia na comparação entre grupos. 

O zinco, cuja ingestão também se apresentou menor entre hipertensos é 

importante constituinte de CuZnSOD, enquanto Cu tem a função catalítica de sofrer 

alternadamente oxidação e redução.  Seu papel na CuZnSOD é estabilizar a 

enzima. Existe uma relação estreita entre zinco, cálcio, magnésio e potássio em 

vários sistemas hormonais envolvidos na modulação da PA tais como SRAA e SNS, 

e baixos níveis séricos de Zn foram correlacionados com HAS entre outras DCNT, 

em estudos observacionais (HOUSTON, 2005). 

Quanto ao selênio, sua importância para o sistema anti-oxidante deve-se ao 

fato de ser parte do sítio ativo de uma família de selenoproteínas, dentre elas as 

importantes GPXs. Sua atividade na proteção cardiovascular envolve a proteção da 

oxidação de LDL, o aumento da produção de prostaciclina vasodilatadora e a 

modificação da expressão de moléculas de adesão ICAM1 e VCAM envolvidas na 

injúria vascular (NAVARRO-ALARCÓN e LÓPEZ-MARTÍNEZ, 2000; RAYMAN, 

2000; BURK e LEVANDER, 2002; ALISSA et al., 2003; ), o que será discutido no 

item 4.3.5. 
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4.3.2.5 Ingestão dos nutrientes com recomendações nutricionais considerando 

sua atividade anti-oxidante: vitamina C, vitamina E e Selênio. 

Os antioxidantes de baixo peso molecular oriundos da dieta são as vitaminas 

C e E (α-tocoferol), selênio (Se), carotenóides e flavonóides. Para as vitaminas C, E 

e Se, foram estabelecidas as recomendações nutricionais considerando sua 

atividade antioxidante além da atividade nutricional (Tabela 21). Para os 

carotenóides, os estudos existentes ainda não foram suficientemente conclusivos 

para o estabelecimento de recomendações nutricionais, apesar de se ter 

reconhecido que tais substâncias influenciam as reações bioquímicas do sistema 

oxidativo (AMAYA-FARFAN et al., 2001). Quanto aos flavonóides, discute-se ainda 

inclusive, se flavonóides são nutrientes. Isto, porém, não implica em desconsiderar a 

importância de tais substâncias na dieta, bem como a sua importante e reconhecida 

atividade antioxidante (COOK e SAUMMAN, 1996; CROFT, 1998; DUTHIE et al., 

2000; ARABBI et al., 2004; SKIBOLA e SMITH, 2000; PIETTA, 2000).  

 
Tabela 21.  Recomendações nutr ic ionais  para  ant ioxidantes na d ieta  d iár ia  
de  adul tos (19  a  70  anos)  

Vitamina C Vitamina E Selênio  

RDA (Recommended Dietary Allowance). 

Ingestão dietética recomendada. 
Homem 90 

mg 

Mulher 75 mg 

Fumantes+ 35 

mg 

Homens e 

mulheres 

15 mg 

Homens e 

mulheres 

55 μg 

 Fonte: Adaptado de AMAYA-FARFAN et al., 2001. 

 

AMAYA-FARFAN et al. (2001), ao fazerem uma síntese das recomendações 

nutricionais para anti-oxidantes assinala as funções biológicas e indicadores 

bioquímicos usados como critérios para determinar os requerimentos de anti-

oxidantes e o conceito do IM/ FNB, 2000 “Anti-oxidante alimentar é toda substância 

na dieta capaz de reduzir significativamente os efeitos adversos produzidos por 

espécies reativas, como aquelas de oxigênio e nitrogênio, e que possuem função 

normal no organismo”  considerando que 1) a Vit C, devido ao seu alto poder 

redutor, proporciona proteção contra oxidação descontrolada no meio aquoso da 

célula; 2) a principal função do α-tocoferol é interromper as reações em cadeia da 
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peroxidação lipídica; 3)  Se funciona associado às selenoproteínas e estas 

recomendações foram estabelecidas com base na ingestão de selênio que promove 

atividade máxima para a enzima glutationa peroxidase. 

A ingestão destes anti-oxidantes foi semelhante entre grupos, com excessão da 

vit C, que, como já comentado, foi menor no grupo hipertenso (Tabela 7, item 

3.4.2.1, Apêndice 21). Também já foi comentado que a prevalência de inadequação 

frente à EAR foi semelhante entre os grupos. Além disso, é interessante avaliar a 

ingestão considerando a RDA, que representa a EAR ± 2 desvios padrões, cota que, 

ao ser atingida, preserva a atividade anti-oxidante proporcionada pela dieta  [90 mg 

para homens e 75 mg para mulheres de vit C; 15 mg para vit E e 55 μg para Se, 

estabelecido pelo IM/ FND (2000)]. A Tabela 22 ilustra estes aspectos. Vale 

salientar que nenhum dos indivíduos extrapolou a UL (Tolerable Upper Intake Level, 

limite de ingestão máxima tolerável), que é de 1000 mg para vit C, 1000 mg para vit 

E e 400 μg para Se, estabelecido pelo IM/ FND (2000),  com base no efeito adverso 

da indução de diarréia osmótica, do risco de hemorragias, e de selenose, 

respectivamente, provocados pelo excesso desses nutrientes  (AMAYA-FARFAN et 

al, 2001).  

Tabela 22 .  D ist r ibuição dos grupos estudados segundo ingestão de ant i -
ox idantes (AO)  da d ieta  e  indivíduos com ingestão adequada para EAR e 
RDA.  

AO Ingestão 

(media e desvio padrão)

Adequados a EAR 

(n e % de indivíduos)

Adequados a RDA 

(n e % de indivíduos) 

Vit C 

(mg/dia) 

H: 81,67 ± 48,12 

C: 215,33  ± 128,28 

H: 10/19 (52,63 %) 

C: 12/17 (70,58 %) 

H: 9/19 (47,36 %) 

C: 12/17 (70,58 %) 

Vit E 

(mg/dia) 

H: 14,02 ± 7,86 

C: 15,38 ± 7,53 

H: 10/19 (52,63 %) 

C: 11/17 (64,70 %) 

H: 8/19 (42,10 %) 

C: 11/17 (64,70  %) 

Se 

(μg/dia) 

H: 21,82 ± 10,25 

C: 23,85 ± 10,84 

H: 0/19 

C: 1/17 (5,88 %) 

H: 0/19 

C: 0/19 

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média estimada). 
RDA (Recommended Dietary Allowance). Ingestão dietética recomendada.  
H: Hipertensos. C: Controles 
Estes resultados permitem afirmar que a ingestão de anti-oxidantes pela 

população estudada, de um modo geral é insuficiente, e isto representa um fator que 

pode contribuir para o estresse oxidativo, previsível teoricamente para a HAS, como 

exposto no item 1. 
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4.3.2.6 Ingestão de nutrientes com função similar aos fármacos anti-

hipertensivos 

HOUSTON (2005) classifica os nutrientes e compostos da dieta de acordo 

com a sua similaridade com o mecanismo de ação dos fármacos utilizados no 

tratamento da HAS. A Tabela 23 ilustra esta classificação adaptada para os 

nutrientes estudados bem como o seu nível de ingestão pelos hipertensos 

comparado aos controles. 

 

Tabela 23 .  Ant i -h iper tensivos naturais  or iundos da d ieta  categor izados 
segundo classe de fármacos ant i -h ipertensivos 

Status de ingestão dos 

hipertensos 

Classe de fármacos anti-

hipertensivos 

Nutrientes 

e compostos da 

dieta vs EAR vs grupo 

controle 

Diuréticos K+ 

Fibras 

94% menor 

79% menor 

menor 

maior 

Agonistas 

α central 

K+ 

Fibras 

Restrição de Na+ 

94% menor 

79% menor  

sem restrição 

menor 

maior 

menor 

Vasodilatadores diretos Vit C 

K+ 

Fibras 

Vit E 

47% menor 

94% menor 

79% menor  

47% menor 

menor* 

menor 

maior 

maior 

Bloqueadores de canais de cálcio Vit C 

Vit E 

47% menor 

47% menor 

menor* 

maior 

Inibidores Da ECA Zn 37 % menor menor* 

Bloqueadores de receptores AT1 Vit C 

K+ 

Fibras 

47% abaixo 

94% menor 

79% menor 

menor* 

menor 

maior 

* diferença significante a 5% 

A exemplo do exposto (Tabela 22), esses dados (Tabela 23) também permitem 

comentar que a alimentação dos hipertensos estudados está inadequada sob o 

aspecto dietoterápico necessário para o controle da HAS.  

 



  110 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DOS HIPERTENSOS SEGUNDO NÍVEIS PRESSÓRICOS 

E TERAPIA MEDICAMENTOSA UTILIZADA 

 

 

Os hipertensos apresentavam níveis pressóricos médios de PAS = 139,28 ± 

11,41 mmHg e de  PAD = 95 ± 9,40 mmHg  e faziam uso regular de medicação anti-

hipertensiva disponíveis no Sistema Único de Saúde – SUS (Apêndice 22), segundo 

esquema de opção terapêutica preconizado pelas IV DBHA (2002), e mantido pela 

VI DBHA (2006) como ilustra a Tabela 24. 

 

Tabela 24.  D ist r ibuição dos h ipertensos segundo esquema de terapia  
medicamentosa ant i -h ipertensiva  

Medicamento e posologia Numero de pacientes e % 

Hidroclorotiazida – HCT, 25 mg 6  (30%) 

Captopril 25 mg 3  (15%) 

Captopril 50 mg 2  (10%) 

HCT 25mg + Captopril 25mg 4  (20%) 

HCT 50mg + Captopril 50mg 2  (10%) 

HCT 25mg + Captopril 25mg + Propanolol 40 mg 1  (5%) 

Sem medicação 2  (10%) 

Total de pacientes 20 (100%) 

  

Segundo esquema de terapia medicamentosa preconizado pelas V DBHA, o 

diurético tiazídico (HCT, por exemplo) é o medicamento de escolha para o controle 

da pressão arterial em monoterapia, uma vez que seu mecanismo anti-hipertensivo 

está relacionado à depleção de volume e à redução da resistência vascular 

periférica, fenômenos frequentemente presentes na HAS, devido a mecanismos 

diversos. Inibidores da enzima conversora da angiotensina - ECA (captopril, por 

exemplo) atuam bloqueando a transformação da angiotensina I em II no sangue e 

nos tecidos e, por conseqüência, atenuam a ação vasoconstrictora e de retenção 

hidrossalina da angiotensina II. O mecanismo anti-hipertensivo dos 

betabloqueadores (propanolol, por exemplo) é complexo e envolve a redução do 

débito cardíaco, redução da secreção de renina, readaptação dos barorreceptores e 

diminuição das catecolaminas nas sinapses nervosas. A associação de fármacos é 
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uma decisão médica baseada na avaliação individual do paciente. No grupo 

estudado, 30% faziam uso de diurético, 25% de inibidor da ECA e 30% em uso 

destas duas drogas associadas.  

Do ponto de vista do estresse oxidativo, segundo Wassmann e 

colaboradores, 2004, as drogas anti-hipertensivas que atuam como anti-oxidantes 

seriam os inibidores da ECA e os antagonistas dos receptores AT1 (Losartan, por 

exemplo) por ação indireta, via inibição SRAA, importante fonte de espécies reativas 

no endotélio, como discutido na hipótese oxidativa da HAS (Figura 7), os 

betabloqueadores de terceira geração (carvediol e nevibolol, por exemplo) por 

aumentar a liberação de óxido nítrico e de glutationa na célula endotelial 

(KALINOWSKI et al., 2003) e antagonistas do canal de cálcio (nifedipina, por 

exemplo) por aumentar a biodisponibilidade  de óxido nítrico na célula endotelial e 

aumentar a expressão de MnSOD nas células da musculatura vascular lisa 

(BERKELS et al.,2001). Hipertensos sal sensíveis. i.e, aqueles cujos níveis 

pressóricos se elevam diante de uma ingestão elevada de NaCl (SULLIVAN, 1991), 

parecem se beneficiar melhor dos do efeito anti-oxidante dos inibidores da ECA, 

uma vez que O2
•⎯ é também responsável pela mediação da retenção renal de sódio 

(COHUET e STRUIJKER-BOUNDIER, 2006). 

No grupo de hipertensos estudado, o uso de inibidor de ECA (captopril), 

verificado em 60% dos pacientes, sendo 40% em dosagem de 25 mg/dia e 20% em 

dosagem de 50 mg/dia, requer comentários adicionais. O mecanismo de ação anti-

oxidante deste medicamento, mesmo sendo indireto e sem definição de relação 

dose-resposta, envolve a inibição do SRAA, por inibir a ação da angiotensina II (AII) 

sendo este o elo anti-oxidante. AII é um potente estimulo para a produção de ERO 

na célula endotelial, aumentando a atividade de NAD(P)Hox, provocando, em 

minutos, mudanças no agrupamento das subunidades da enzima, e uma supra – 

regulação na expressão de subunidades da enzima, em horas. Além disso, AII 

também supra-regula a atividade de eNOS (Figura 7) a qual se acompanha de 

desacoplamento da enzima e redução na produção de óxido nítrico e aumento na 

produção de superóxido (WASSMANN et al., 2004). Este efeito foi verificado no 

estudo de Ward e colaboradores, 2004, que encontraram associação inversa entre 

F2isoprostano e número e tipo de medicamento anti-hipertensivo, sendo que 46% 

dos hipertensos tratados usavam inibidor de ECA e 26% bloqueador de receptor 

AT1.  
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A ação anti-oxidante de beta bloqueadores e de antagonistas de receptores 

AT1 foi constatada em estudo com hipertensos tratados com estes medicamentos, 

que tiveram os níveis de SOD, CAT, GPx significativamente aumenados e os níveis 

de 8-oxo-2’-deoxiguanosina e MDA significativamente reduzidos (SÀEZ et al, 2004). 

Em contrapartida, um estudo recente (SKALSKA et al., 2005) verificou aumento da 

capacidade anti-oxidante total em plasma de hipertensos em uso de diurético 

tiazídico, e, o interessante é que não se verificou a mesma correlação positiva com 

Inibidor de ECA e betabloqueador, medicamentos com um mecanismo anti-oxidante 

estabelecido, como acabado de discutir. 

 

 

4.5 BIOMARCADORES DE BALANÇO REDOX ESTUDADOS 

 
 

Os biomarcadores analisados em sangue humano nesse estudo (Apêndice 

23)  podem ser categorizados em quatro grupos(Tabela 25):  

(1) Enzimas anti-oxidantes: Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e 

Glutationa Peroxidase (GPx),  

(2) Anti-oxidantes de Baixa Massa Molecular(AOBMM): Glutationa (GSH), 

Ascorbato (Asc) e Ácido Úrico, 

(3) Proteínas de Transporte de Metais de Transição (PTMT): Transferrina 

(TRF) e Ceruloplasmina (CER),  

(4) Marcadores de Dano Oxidativo (MDOx): Malondialdeído (MDA) e 

Carbonila. 

 

Como discutido na introdução (item 1.6), a área de biomarcadores de balanço 

redox é desafiadora e encontra-se em constante “ebulição”, com estudos atuais 

direcionados à padronização, mas, ainda sem perspectivas de completa definição. 

No presente caso os grupos 1 a 3 são incontestes. Quanto ao grupo 4, os testes 

realizados foram os possíveis, tendo-se em contas as condições de infra-estrutura e 

“robustez” dos testes. 
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Verificaram-se diferenças estatisticamente significativas entre grupos nos 

biomarcadores CAT (p= 0,013), GPx (p=0,0001), GSH (p=0,009), CER (p=0,015) e 

MDA (p=0,014). 

Estudo epidemiológico com este enfoque, encontrou associação positiva na 

população em geral, entre aumento do estresse oxidativo e redução no status anti-

oxidante com características sócio-demográficas, estilo de vida e fatores de risco 

cardiovascular (TREVISAN et al., 2001). Na hipertensão, estudos experimentais e 

clínicos têm demonstrado um aumento na produção de espécies em modelos de 

ratos geneticamente hipertensos (PARK et al., 2002; RODRIGUEZ-INTURBE et al., 

2003; TANITO et al., 2004; SHOKOJI et al., 2003; KISHI et al., 2004; PARAVICINI et 

al., 2004) e, em pacientes com hipertensão essencial ou primária, hipertensão 

renovascular, hipertensão maligna e pré-eclampsia (HIGASHI et al., 2002; LIP et al., 

2002; LEE et al., 2003; RAIJMAKERS et al., 2004). Todos estes resultados são 

explicados pelos fatores relacionados a HAS e estresse oxidativo (itens 1.2, 1.3 e 

1.4), que envolvem uma rede complexa de mecanismos . 

Além da elevada produção de O2
•⎯ na HAS, a reação de  O2

•⎯  com NO•   

ocorre  com uma constante de velocidade de 6,7 x 109 mol L-1 s-1 (CAI e HARRISON, 

2000), enquanto que a reação de O2
•⎯ e SOD ocorre em velocidade 4vezes mais 

lenta 1,6 x 109 mol L-1 s-1  [GRIENDLING e FITZGERALD,  2003(b)]. A atividade de 

SOD é favorecida quando a concentração de O2
•⎯ é baixa e a de SOD é alta, o que 

ocorre em condições fisiológicas (TOUYZ, 2000). Esses aspectos explicariam, em 

parte, os fenômenos pró-oxidantes do estresse oxidativo da hipertensão arterial. 

No outro lado, os fenômenos anti-oxidantes estariam com sua atividade 

reduzida, o que também favoreceria o estresse oxidativo da HAS. Estudos clínicos 

recentes, têm demonstrado reduzida atividade de enzimas anti-oxidantes entre 

hipertensos quando comparados aos controles  (KHULLAR, 2004; RÉDON et al., 

2003), não estando, ainda, claro se isto seria causa ou conseqüência. O estresse 

oxidativo num processo crônico como a HAS, poderia consumir as reservas e 

comprometer a atividade enzimática antioxidante.  

 

Pelo exposto, esperar-se-iam níveis elevados de marcadores de dano 

oxidativo e níveis reduzidos de anti-oxidantes entre hipertensos quando comparados 

aos controles, porém verificaram-se diferenças estatisticamente significativas em 

poucos biomarcadores. Os níveis de CAT e GSH foram menores no grupo 



  114 

 

hipertenso quando comparado ao controle (média 68 vs 102 U/gHb e média 5,32 vs 

8,96 mM, respectivamente); os níveis de GPx foram maiores (média 20,5 vs 7,7 

U/gHb); os níveis de CER foram maiores no grupo hipertenso (média 38,6 vs 33,86 

mg/dL); os níveis de MDA foram menores no grupo hipertenso quando comparado 

ao controle (média 2,8 vs 8,51 mg/dL), (Tabela 25). 

 

Tabela 25 .  B iomarcadores do ambiente  redox em sangue de h ipertensos e  
normotensos.   

Grupos de pacientes estudados 

e valores obtidos 

(média e desvio padrão, e mediana)

 

Grupos de 

Biomarcadores 

Hipertensos(H) 

n=20 

Controle (C) 

n=21 

 

Valor de p 

 

Enz. Anti-oxidantes 

SOD (U/gHb) (1) 

 
CAT (KU/gHb) (1) 

 
GPx (U/gHb) (2) 

 

AOBMM 

GSH (mM) (2) 
 

Ac Úrico (mg/dL) (2) 
 

Ascorbato (mmol/L) (1) 
 
 

PTMT 

TRF (mg/dL) (1) 

 
CER (mg/dL) (2) 

 
 

MDOx 

MDA (mmol/L) (2) 

Carbonila (nmol/gPtna) (2) 
 

 

1498,85±  575,04 
1470,00 

68,00 ± 32,83 
67,24 

20,51± 9,42 
21,51 

 

 
5,33 ± 2,87 

4,80 
4,08 ± 1,33 

3,80 
40,53 ± 12,93 

37,63 
 

 

189,60 ± 32,96 
188,00 

38,60 ± 8,61 
37,00 

 

 

2,80 ± 4,49 
1,42 

2,13 ± 1,66 
1,71 

 

1649 ± 407,43 
1722,00 

102,08 ± 49,36 
102,48 

7,77 ± 9,60 
2,00 

 
 

8,96 ± 5,19 
7,00 

3,49 ± 0,83 
3,60 

34,58 ± 9,55 
32,00 

 

 

194,14 ± 38,42 
189,00 

33,86 ± 3,97 
33,00 

 

 

8,51± 6,83 
8,81 

1,91±1,42 
1,67 

 

0,339 
 

0,013* 
 

0,0001* 
 
 
 

0,003* 
 

0,239 
 

0,315 
 
 

 

0,687 
 

0,015* 
 
 

 

0,014* 
 

0,876 

AOBMM: Anti-oxidante de baixa massa molecular. PTMT: proteínas de transporte de metais 

de transição. MDOx: marcadores de dano oxidativo (1) teste t-Student com variânciancias iguais. (2) 

teste Mann-Whitney. * diferença significante a 5%. 
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Caberia ainda discutir aqui os valores obtidos (VO) frente aos valores de 

referência (VR) adotados (Tabela 9), comparados na Tabela 26. Exceto nos valores 

de ácido úrico e ceruloplasmina, observou-se variação em torno da faixa de 

referência. Isto corrobora a literatura no que se refere particularmente às enzimas 

antioxidantes, e atesta a necessidade de se estabelecer uma faixa de valores de 

referência (GUEMOURI et al., 1991; ANDERSEN et al., 1997; BODGANSKA et al., 

2003), cuja variabilidade tanto em VR, quanto em unidades em que são expressos e 

em técnica de análise pode ser facilmente constatada na literatura (ZWART et al., 

1999; CHENG et al., 2001; CALLEJO et al., 2002; AGUILAR-SILVA et al., 2002; 

GAETA et al., 2002; CEBALLOS et al., 2003; IKEDIOBI et al., 2004; ARIAS et al., 

2004; NETTO et al., 2004). Isto implicaria em padronizar os métodos de análise no 

que se refere à técnica em si (geralmente são procedimentos manuais que podem 

ser realizados por diversos protocolos diferentes), ao preparo dos examinados 

(existem muitos fatores interferentes relacionados ao estilo de vida, aos hábitos 

alimentares, aos fármacos, etc), condições de coleta, além de considerar a 

variabilidade biológica, entre outros fatores interferentes.  

 

4.5.1 Enzimas antioxidantes: SOD, CAT e GPx 

 

Dentre as enzimas antioxidantes estudadas CAT e GPx apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas (Figura 29), sendo os valores de CAT 

menores no grupo hipertenso e os de GPx maiores no grupo hipertenso quando 

comparados ao controle. Diferente do observado, estudos com enzimas 

antioxidantes em hipertensos, têm encontrado níveis mais baixos de SOD, CAT e 

GPx (PEDRO-BOTET et al., 2000; RÉDON et al., 2003; KHULLAR et al., 2004), 

embora os valores obtidos nesse estudo tenham sido menores no grupo hipertenso, 

exceto GPx.  

A catalase pode ser inibida em presença de O2
•⎯  não adequadamente 

removido, gerando uma ferroxicatalase (Equação 8) que não decompõe H2O2 

rapidamente (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2002) 

CAT-Fe (III) + O2
•⎯    CAT-Fe2+-O2  Equação 8 
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Este raciocínio explicaria o encontro de níveis elevados de GPx associados a 

níveis reduzidos de CAT nos hipertensos. 

 

Tabela 26.  Comparação dos va lores obt idos (VO)  dos b iomarcadores de 
balanço redox em sangue de h iper tensos e  normotensos versus  va lores de 
referência (VR)  adotados 

Biomarcadores 

Estudados 

Valores obtidos por grupo 

(arredondados) 

Valores de 

referência 

adotados 

(arredondados) 

VO versus VR 

SOD (U/gHb) H:   724 - 2831 
C:   808 - 2324 
 

1102  -  1601 Variações abaixo e 

acima dos VR 

CAT (KU/gHb) H:   4 – 132 
C: 19 - 215 
 

130 - 192 
 
119  -  292 

Variações abaixo e 
acima dos VR 

GPx (U/gHb) H: 1 – 38 
C: 0,5 - 27 
 

30 - 44 
86  - 165 
28 - 75 

Variações abaixo e 
dentro dos VR 

 

GSH (mM) H:   2 – 15 
C: 4 - 21 
 

1 - 11 
 

Variações abaixo, 
dentro e acima dos 

VR 
Ac Úrico (mg/dL) H:  3 – 8 

C: 2 - 5 
 

1,5 - 7,2 VO dentro dos VR 
Todos os grupos 

Ascorbato 

(mmol/L) 

H: 21 – 70 
C: 27 - 53 
 

Diabéticos 34 - 49 
Controles  49 - 69 
 

Variações abaixo, 
dentro e acima dos 

VR 

TRF (mg/dL) H: 132 - 271 
C: 134 - 261 
 

200 - 360 Variações abaixo e 
dentro dos VR 

CER (mg/dL) H:   22 – 55 
C: 29 - 43 
 

15 -  60 VO dentro dos VR 
Todos os grupos 

MDA (Mmol/L) 

 

H: 0,75 – 16 
C: 0,8 - 27 
 

Diabéticos 2 - 3 
Controles 1- 2 
 

Variações abaixo e 
acima dos VR 

Carbonila 

(nmol/gPtna) 

H: 0,4 – 6 
C: 0,4 – 4 
 

0,4 - 1 
 
1 

Variações abaixo e 
acima dos VR 

H: Hipertenso. C: Controle. 
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 (A)  SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)(1) 

 

 
B)  CATALASE (CAT)(1)  p=0,013* 

                                (C) GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)(2)  p=0,001* 

Figura 29 .  Valores obt idos (média  ±  dp)  das enzimas ant ioxidantes em 
er i t róci tos  de Hipertensos(H)  e  Contro les  (C) .    
(1) Teste t-Sudent com variâncias iguais  
(2) Teste de Mann-Whitney,  * Diferença significante a 5% 
 
                                  GPx 
2GSH  + ROOH                             GSSG + ROH +  H2O                Equação 9 

 

Em hipertensos sem tratamento medicamentoso tem sido observada menor 

atividade de GPx (PEDRO-BOTET et al., 2000; BLOCK et al., 2002; RÉDON et al., 

2003). Porém, estudo recente com indivíduos saudáveis, comparando homens 

jovens e mulheres antes da menopausa (IDE et al., 2002)  encontrou elevados  

níveis  de GPx nos homens, aumento esse  atribuído a uma resposta compensatória 

ao estresse oxidativo constatado através de 8–epi-PGF2  também maiores entre 

homens, e, ao efeito protetor do estrógeno entre mulheres. Isto ilustra a 

complexidade na interpretação de biomarcadores de ambiente redox.  
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Os resultados verificados neste estudo podem significar uma maior solicitação 

de GPx, pois ela é capaz de reduzir eficientemente ONOO- e, assim, impedir a 

oxidação de macromoléculas e a nitração de proteínas. E ainda, apesar de não 

terem sido observadas diferenças significativas em SOD, pode-se considerar que os 

níveis reduzidos de SOD seriam devido à reação de O2
•⎯ e NO•  que é mais rápida 

que a reação de O2
•⎯ e SOD e porque SOD só atua mais eficientemente em 

condições fisiológicas, ou seja, sua atividade é favorecida quando a concentração de 

O2
•⎯ é baixa. Quanto à CAT, pode-se considerar que com O2

•⎯ “desviado” para 

formar ONOO- a produção de H2O2 via SOD é menor ou mantida em níveis normais 

não requerendo CAT, além do fato de ser uma enzima delimitada no peroxissoma da 

célula, e, como citado, ser passível de inibição diante de um possível acúmulo de 

O2
•⎯. 

 

4.5.2 Antioxidantes de baixa massa molecular: GSH, ac úrico e ascorbato  

 

Neste grupo de antioxidantes, verificou-se diferença estatisticamente 

significativa apenas em GSH (Figura 30), cujas reservas estão reduzidas no grupo 

hipertenso quando comparado ao controle  (p = 0,003).  

Considerando que GSH atua junto com GPx (Equação 7), ambas são 

fundamentais para a defesa frente à peroxidação lipídica provocada por espécies 

reativas frente ao ONOO⎯ vascular. Cada unidade de GPx atua consumindo 2 GSH, 

o mais importante anti-oxidante intracelular, que existe na célula na forma reduzida 

(GSH) e na forma oxidada (GSSG), sendo vital para a célula a relação GSH/GSSG > 

1, mantida por um eficiente sistema de reciclagem de GSH a partir de GSSG 

mediante ação da enzima GR (Figura 11). O funcionamento dos processos 

celulares fisiológicos requer o estado reduzido, assim como fenômenos patológicos 

como doença, apoptose e necrose se acompanham do estado oxidado. Assim, 

embora a maioria dos estudos utilize a GSH isoladamente, para uma avaliação mais 

completa do ambiente redox celular, deve ser analisado também a GSSG e a 

relação GSH/GSSG (SIES, 1999; SCHAFER e BUETTNER, 2001). O estado 

reduzido se acompanha de elevados níveis de enzimas anti-oxidantes e vice versa, 
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o estado oxidado de níveis reduzidos de enzimas anti-oxidantes, de modo que a 

razão GSH/GSSG é indicadora de estresse oxidativo. 

 

(A)Glutationa (GSH)(2) p=0,003* 
(B) Ascorbato (Asc)(1) 

                                                                (C) Ácido Úrico)(2) 

Figura 30 .  Valores obt idos (média  ±  dp)  de ant iox idantes de baixa  massa 
molecular  em sangue de Hipertensos(H)  e  Contro les  (C) .  
(1) Teste t-Sudent com variâncias iguais (2) Teste de Mann-Whitney 

 * Diferença significante a 5% 

 

A associação de baixos níveis de GSH com doenças tem sido verificada em 

diversos estudos: na cirrose hepática (CHAWLA et al., 1984) na AIDS (BUHL et al., 

1989; ECK et al., 1989), na fibrose cística (ROUM et al., 1993) no diabetes (SAMEC 

et al., 1998). Da mesma forma, com a razão GSH/GSSG, sendo verificada uma 

razão GSH/GSSG <1 na retinopatia da prematuridade (PAPP et al., 1999) e no 

câncer (NAVARRO et al., 1999).  

Na HAS, os resultados de estudo recente também são de baixos níveis de 

GSH e razão de GSH/GSSG <1 (RÉDON et al., 2003). 

Neste estudo, GSSG não foi medida, portanto a razão GSH/GSSG não foi 

analisada. Os resultados de baixos níveis de GSH em hipertensos são concordantes 
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com a literatura e seriam explicados pelo estresse oxidativo, uma vez que ERO 

oxidam GSH a GSSG, levando a uma queda em GSH e GSH se transforma em 

GSSG no processo de destoxificação de peróxidos. 

Quanto ao ácido úrico, os níveis maiores observados no grupo hipertenso não 

foram estatisticamente diferentes. A hiperuricemia está associada à hipertensão, 

doença renal e eventos cardiovasculares e resulta da maior reabsorção de urato no 

túbulo proximal renal, estimulado pela insulina, pelos diuréticos, entre outros 

mecanismos, de modo que 25% dos hipertensos não tratados, e 50% dos 

hipertensos em uso de diurético apresentam níveis elevados (JONHSON et al., 

2003). Sua atividade antioxidante envolve diferentes reações (com R•, com ROO• , 

com ONOO⎯, com ONO2
• ) (SIMIC et al., 1989; SANTOS et al., 1999), atuando de 

forma cíclica, pois pode  ser recuperado pelo ascorbato, entre outros; é considerado 

um potente antioxidante plasmático pois sua concentração no plasma é 10 vezes 

maior que outros antioxidantes tais como vitamina E e C (GHISELLI et al., 2000).  

Da mesma forma que com o ácido úrico, observaram-se para o ascorbato, 

níveis séricos maiores no grupo hipertenso, porém sem diferença estatisticamente 

significativa. Curiosamente, os níveis de ingestão dietética foram significativamente 

menores no grupo hipertenso. 

 

4.5.3 Proteínas de transporte de metais de transição: TRF e CER 

 

Os níveis de transferrina foram semelhantes entre grupos, porém os de  

ceruloplasmina, que é também uma ferroxidase, foram  maiores no grupo hipertenso 

(Figura 31), diferença estatisticamente significativa (p = 0,015). 

Este resultado também representa um importante fator de proteção, haja vista 

a atividade de ceruloplasmina no transporte do cobre e na oxidação do ferro para 

captação pela transferrina, ou seja, ela atua sobre os metais de transição mais 

importantes quanto à capacidade de transferir elétrons em sua forma livre, em 

sistemas biológicos. Outros mecanismos anti-oxidante, incluem o seqüestro de O2
•⎯ 

, H2O2 outras ERO (GOLDSTEIN et al., 1979), a inibição da reação de Fenton pela 

conversão de Fe2+ a Fe3+, devido a sua atividade ferroxidase (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002; SAMOKYSZYN et al., 1989; GUTTERIDGE et al., 1980) 

protegendo os tecidos biológicos dos efeitos danosos da descompartimentalização 
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do ferro, a inibição da oxidação de lipídios (GUTTERIDGE et al., 1980; YAMASHOJI 

et al., 1983; SAMOKYSZYN et al., 1989; NAKANO et al., 1984; STOCKS et al., 

1974; YAMASHOJI  e KAJIMOTO, 1983; GOLDSTEIN et al., 1979; AL-TIMIMI et al., 

1977), e ao bloqueio de dano a proteínas verificado com inibição na formação de 

carbonila (KRSEK-STAPLES, 1993), bloqueio de dano ao DNA (GUTTERIDGE et 

al., 1980), além de proteger a célula de dano e lise provocada por ERO 

(LOVSTARD, 1982).  

 

(A) TRANSFERRINA (TRF)(1) 

 

 

(B)CERULOPLASMINA (CER)(2) p=0,015* 

Figura 31 .  Valores obt idos (média  ±  dp)  de  prote ínas de t ransporte  de 
meta is  de t ransição  em soro de Hipertensos(H)  e  Contro les1(C)   
(1) Teste t-Student com variáveis iguais. (2) Teste de Mann-Whitney. * diferença significante a 5% 

 

Porém, a ceruloplasmina pode atuar como pró-oxidante sob condições de 

concentrações equimolares de Fe2+ e Fe3+. Na presença de Fe2+, a atividade de 

conversão Fe2+ a Fe3+ só ocorre parcialmente, o que estimula a peroxidação lipídica. 

Esta atividade pró oxidante, que requer uma alta razão ferro/ferri (SAMOKYSZYN et 

al., 1989), pode ser exibida em concentrações fisiológicas de CER e sob condições, 

nas quais o íon ferro exógeno esteja ausente. Pode ainda inibir eNOS endotelial 

(BIANCHINI et al., 1999; FLORIS et al., 2000).  

Ceruloplasmina é reconhecidamente um marcador de inflamação (URIU-

ADAMS e KEEN, 2005), exibindo um aumento duas a três vezes a concentração 

plasmática normal na infecção, sugerindo um possível papel bactericida (SHUKLA et 

al., 2006). Por décadas a ceruloplasmina tem sido associada às doenças 
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neurodegenerativas e às anormalidades do SNC (VASSILIEV et al., 2005), e nos 

últimos anos tem sido foco de atenção sua função no sistema cardiovascular. 

Diversos estudos têm encontrado correlação entre ceruloplasmina e doença 

cardiovascular: na vasculite e doença arterial periférica (BELCH et al., 1989), no 

infarto do miocárdio (ADELSTEIN et al., 1956), arteriosclerose (BUSTAMANTE et al., 

1976), angina instável (JAYAKUMARI et al., 1992), aneurisma de aorta abdominal 

(POWELL et al., 1987), e, enquanto estas correlações podem ser parcialmente 

explicadas pela resposta aguda que acompanha estas patologias (FOX et al., 2000), 

estudos prospectivos [KOK et al., 1988; SALONEN et al., 1991(a); SALONEN et al., 

1991(b); REUNANEN et al., 1992; MÄNTTÄRI et al., 1994] e casos-controle 

(REUNANEN et al., 1992; MÄNTTÄRI et al., 1994) apontam para a ceruloplasmina 

como fator de risco cardiovascular (SHUKLA et al., 2006). O mecanismo pelo qual a 

ceruloplasmina pode atuar na doença cardiovascular parece estar relacionado à 

oxidação de lipídios e lipoproteínas. In vitro este processo ocorre, desde que a 

proteína esteja com a sua integridade estrutural preservada, envolvendo um único 

átomo de cobre, e, em presença de  O2
•⎯ em cultura de células endoteliais, pode 

acelerar a velocidade da reação (FOX et al., 1995; FOX et al., 2002). O ONOO⎯ e 

H2O2 podem dissociar o Cu da CER e assim diminuir sua atividade ferroxidase, e, 

ONOO⎯ pode degradá-la como citado anteriormente. Assim, este é o biomarcador 

cuja atividade pró-oxidante parece predominar em certas circunstâncias, inclusive na 

doença cardiovascular. 

 

4.5.4 Marcadores de dano oxidativo: MDA e Carbonila 

 

Observou-se uma redução no fenômeno da peroxidação lipídica (PL) entre 

hipertensos, uma vez que a presença de MDA (o aldeído reativo mais abundante da 

PL) no soro destes indivíduos foi significativamente menor (p = 0,014) que entre os 

controles (Figura 32). A presença de grupos carbonila em níveis iguais pode 

reforçar o indicativo de que, se o grupo hipertenso estiver sob estresse oxidativo, o 

ONOO⎯ seria uma espécie reativa importante, uma vez está citado na literatura que 

ONOO⎯ é um pobre indutor de proteínas carboniladas (TIEN et al., 1999; 

SHACTER, 2000). Vale comentar que na escolha do marcador de estresse oxidativo 
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a natureza do estresse oxidativo em estudo desempenha um papel de extrema 

importância, porém é de igual importância a metodologia disponível e a viabilidade 

de aplicação da técnica de análise, o que particularmente determinou tais escolhas 

nesse estudo. 

Alguns estudos têm encontrado associação positiva entre níveis elevados de 

MDA e doenças cardiovasculares como IAM, ICC e HAS (PUCHEU et al., 1995; 

DIAZ-VÉLEZ et al., 1996; GHIADONI et al., 2003), em hipertensos sem tratamento 

medicamentoso (RÉDON et al., 2003) e em hipertensos idosos em uso de 

medicação anti-hipertensiva (KEDZIORA-KORNATOWSKA et al., 2004). Por outro 

lado, estudos, tanto com hipertensos nunca tratados (CRACOWSKI et al., 2003), 

como com hipertensos tratados (MINUZ et al., 2002; WARD et al., 2004) não 

encontraram diferenças nos níveis de F2-isoprostano, outro marcador de 

peroxidação lipídica, entre hipertensos e controles, apesar da ação antioxidante das 

drogas anti-hipertensivas como discutido anteriormente. No entanto, estudo recente 

(COTTONE et al., 2006) verificou associação positiva entre este marcador de dano e 

marcadores de inflamação em hipertensos ainda não submetidos à terapia 

medicamentosa. Outro estudo recente com portadores de insuficiência cardíaca 

congestiva, classe II a IV, encontrou níveis diminuídos de MDA (SUNDAL et al., 

2005). 

Os resultados do presente estudo apontam para a possível presença de 

mecanismos de proteção da peroxidação lipídica associados, pela presença, p. ex., 

da GPx e da CER, cujos níveis encontrados foram  elevados. 

 

4.6 ASSOCIAÇÃO ENTRE O BALANÇO REDOX E A DIETA NOS GRUPOS 

ESTUDADOS  

 

 

Entre os indivíduos que completaram o protoclo com o IDR24H (19 

hipertensos e 17 controles), estudou-se correlação entre as variáveis dietéticas que 

apresentaram diferença entre grupos (consumo de legumes e verduras, ingestão de 

cobre, ingestão de ferro, ingestão de vitamina C e ingestão de zinco) com os 

biomarcadores que também apresentaram diferença (CAT, GPx, GSH, CER e MDA), 

(Apêndice 24), verificando-se correlação positiva apenas entre a elevada ingestão 

de vitamina C e os níveis diminuídos de ceruloplasmina observados no grupo 
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controle como ilustrado na Tabela 27. Entre hipertensos foi verificada correlação 

negativa porém sem significância estatística (Tabela 27). 

 

 
(A) MALONDIALDEÍDO (MDA)(1) p=0,014* 

 

 

 

(B) Carbonila(1) 
Figura 32 .  Valores obt idos (média  ±  dp)  de marcadores de dano oxidat ivo  
em soro e  p lasma de Hipertensos (H)  e  Contro les (C) .  

(1) Teste de Mann-Whitney. * Diferença significante a 5%. 
 

 

Tabela 27 .  Corre lação entre  ingestão de v i tamina C e ceruloplasmina 
p lasmát ica  segundo grupos estudados  

Dados Hipertensos Controles 

Ingestão Vit C 81,68 ± 58,92 mg/dia 215,34 ± 106,08 mg/dia 

Ceruloplasmina 

Plasmática 

38,60 ± 8,61 mg/dL 33,86 ± 3,97 mg/dL 

Correlação rp= - 0,278 (p= 0,250) rs=  0,490 (p= 0,046)* 

rp= correlação de Pearson. rs= correlação de Spearman. * correlação significante diferente de 

zero ao nível de 5%. 

 

4.7 CONSIDERAÇÕES SOBRE O BALANÇO REDOX ENQUANTO SISTEMA 

INTEGRADO VERIFICADO NESTE GRUPO DE HIPERTENSOS ESTUDADO 

 

 

Verificaram-se diferenças em CAT, GPx, GSH, CER e MDA (Tabela 25). Os 

hipertensos apresentaram níveis elevados de GPx  e  CER e níveis diminuídos de 
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CAT, GSH e MDA  (Tabela 28).  Vale ressaltar que, na população estudada, um viés 

existente foi o uso de medicamentos, porém o tratamento medicamentoso anti-

hipertensivo (principalmente drogas bloqueadores de canais de cálcio e inibidor de 

ECA) produz um aumento significativo de NO, mas os níveis de enzimas 

antioxidantes permanecem baixos quando comparados com normotensos 

(KHULLAR et al., 2004).  

Outro aspecto interessante é a possibilidade de CER inibir a oxidação de 

proteínas, o que foi verificado em cultura de célula endotelial através da formação de 

carbonila em presença de ceruloplasmina (KRSEK-STAPLES, 1992). 

 

Tabela 28.  Resumo das d i ferenças de balanço redox observadas entre 
h iper tensos e  contro les  
Biomarcadores do balanço redox Hipertensos Controles 

CAT (anti-oxidante  ↓ ↑ 

GPx (anti-oxidante) ↑ ↓ 

GSH (anti-oxidante) ↓ ↑ 

CER (anti-oxidante – pró-oxidante) ↑ ↓ 

MDA  (dano oxidativo) ↓ ↑ 

 

O fenômeno do estresse oxidativo assim como o sistema anti-oxidante, 

funcionam de forma integrada, com uma série de eventos co- e inter-relacionados. 

Esta característica e a complexidade destes processos requerem, necessariamente 

uma discussão não compartimentalizada. Além disso, há que se considerar a 

dualidade do ambiente redox: a obtenção de níveis elevados de anti-oxidantes não é 

necessariamente uma condição desejável, e, tão pouco, níveis reduzidos de anti-

oxidantes, deixa de ser uma condição indesejável, pois ambas podem resultar de 

estresse oxidativo.  

Embora não esteja claro se o estresse oxidativo da HAS primária ou essencial 

é causa ou efeito, a ocorrência do estresse oxidativo na hipertensão foi verificada 

nesta pesquisa, corroborando estudos já publicados.  

 

 

 

 

 



  126 

 

4.8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

(1) O estabelecimento de critérios de seleção adequados permite a 

eliminação de fatores interferentes no objeto do estudo e conseqüentemente, a 

obtenção de resultados mais fidedignos.  

(2) Os aspectos relacionados aos métodos de análise desenvolvidos neste 

estudo possibilitaram o reconhecimento da participação multidisciplinar na definição 

de processos bem como a verificação da complexidade na escolha, na técnica de 

quantificação em si e na interpretação de biomarcadores de balanço redox. 
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            Capítulo 5 - CONCLUSÕES 
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O estudo realizado permitiu concluir que: 
 

 

• Indivíduos hipertensos apresentaram ingestão excessiva de energia e 

sódio e ingestão deficiente de potássio, vitamina C, vitamina E, Cobre, 

Selênio, Zinco e Fibras; 

 

• Indivíduos hipertensos apresentaram níveis sanguíneos de CAT, GSH, e 

MDA diminuídos e, níveis sanguíneos de GPx e  ceruloplasmina 

aumentados, quando comparados ao controle; 

 

• A ingestão de vitamina C, Cobre e Zinco foi significativamente menor no 

grupo hipertenso, quando comparados ao controle. Porém não se verificou 

correlação, entre esse resultado e o conteúdo em CAT, GSH, MDA, GPx e 

ceruloplasmina; 

 

• Verificou-se associação positiva entre ingestão elevada de vitamina C e 

níveis diminuídos de ceruloplasmina, no grupo controle; 

 

 

• Embora os resultados obtidos neste estudo contrariem em parte a 

literatura, cujos dados, em geral, são de níveis diminuídos de enzimas 

anti-oxidantes e elevados de marcadores de dano oxidativo em indivíduos 

hipertensos, a obtenção de níveis elevados de GPx e de baixos níveis de 

MDA são também concordantes com a hipótese de estresse  oxidativo da 

hipertensão, uma vez que, (1) haveria maior demanda da enzima quando 

em excesso de ONOO-, espécie reativa essa característica da 

hipertensão, e, (2) com a maior concentração de GPx, cuja atuação é 

significativa sobre peróxidos, haveria diminuição da peroxidação lipídica, 

com conseqüente diminuição de MDA. Daí o estresse oxidativo da 

hipertensão, no que se refere a estes biomarcadores, seria explicado por 

mecanismo alternativo. 

 



  129 

 

• O balanço redox, verificado em sangue, no grupo hipertenso estudado, é 

concordante com a hipótese de estresse oxidativo da hipertensão, e não 

apresentou correlação com dieta, apesar dos níveis de ingestão dos 

nutrientes relacionados com o balanço redox estarem inadequados. 

 

• Os resultados obtidos poderão contribuir para a melhoria das condições de 

saúde dos pacientes, através de medidas de correção, utilizando a 

ferramenta da educação nutricional. 
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         Capítulo 6 - PERSPECTIVAS 
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Conforme comentado, há necessidade de estudos adicionais, ligados 

principalmente à detecção e quantificação de marcadores de dano oxidativo 

provocados por ERN, como p.ex., proteínas nitradas. Outra relação importante 

refere-se à razão GSH/GSSG. Trabalhos nessa linha serão realizados. 

Situações extremas podem ser analisadas, em comparação com aquelas 

normais, ou supostamente sob controle (no caso do hipertenso, em tratamento 

medicamentoso regular), em um mesmo indivíduo. Neste sentido encontra-se em 

submissão projeto “Estado redox de portadores de HAS em crise hipertensiva: uma 

avaliação segundo técnicas bioquímicas, cromatrográficas, espectrofotométricas e 

eletroanalíticas” a ser desenvolvido em colaboração com o Laboratório de Radicais 

Livres do Instituto de Química da Universidade de São Paulo, objetivando verificar o 

balanço redox em sangue de hipertensos, quando em crise hipertensiva em 

comparação com os mesmos hipertensos quando fora da crise hipertensiva. Para 

tal, serão analisados os biomarcadores SOD, CAT, GPx, GSH e GSSG e sua razão, 

em eritrócitos; TRF, CER, MDA, carbonila e 3-NO2Tyr em plasma; 8-OHdG em urina 

e Isoprostano em plasma e em urina. 

 

O presente estudo fundamentalmente interdisciplinar abre um leque de 

perspectivas, destacando-se as seguintes contribuições: 

 

 

1) Para a população estudada: 

 

Retorno para a população estudada em aspectos relativos ao 

diagnóstico do estado nutricional, à qualidade da sua alimentação, 

dados que serão utilizados como instrumento de educação nutricional, 

bem como a importância da regularidade no uso da medicação anti-

hipertensiva, inclusive no controle do estresse oxidativo. Esta é uma 

perspectiva concreta, já iniciada, e possível de ser concluída em curto 

prazo. 
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2) Para o estudo de inquéritos dietéticos: 

 

Contribuir através da experiência vivenciada, para o estabelecimento 

de padrões para o estudo da dieta e sua relação com a saúde e a 

doença, com publicação dos resultados aqui obtidos, no fortalecimento 

da integração iniciada com outros centros envolvidos na discussão do 

estudo de validação dos inquéritos dietéticos (RIBEIRO e CARDOSO, 

2002; CRISPIM et al., 2003; CADE et al., 2002) . 

 

3) Para o estudo dos biomarcadores de estresse oxidativo: 

 

Contribuir através da experiência vivenciada para fomentar estudos de 

biomarcadores de balanço redox, no que se refere à especificidade, à 

técnica e ao procedimento de coleta e determinação, bem como a sua 

interpretação. 

 

3) Para o estudo da Hipertensão Arterial Sistêmica: 

 

Contribuir para integrar áreas inter-relacionadas através do 

conhecimento químico, bioquímico, clínico, nutricional e 

epidemiológico, da doença crônica não transmissível de maior impacto 

na morbi-mortalidade cardiovascular da população. 

 

 

4) Para o ensino, a pesquisa e a extensão: 

 

Fortalecer linhas de pesquisa em estudos afins intra-institucionalmente 

envolvendo o Instituto de Química e Biotecnologia, a Faculdade de 

Nutrição, e o Hospital Universitário da UFAL, entre outros setores, com 

a comunidade, com a participação de outros centros do estado, a 

exemplo do LACEN e HEMOAL, bem como de Instituições parceiras de 

outros estados, a exemplo do Instituto de Química da USP. 
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  ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1.ª Via: Enviar para digitação 

 

MS – HIPERDIA 
PLANO DE REORGANIZAÇÃO DA ATENÇÃO 

À HIPERTENSÃO ARTERIAL E AO DIABETES MELLITUS 

CADASTRO DO HIPERTENSO 
E/OU  DIABÉTICO 

 
 

Nome da Unidade de Saúde  (*)  
 

Cód. SIA/SUS  (*)  Número do Prontuário 

 
   

IDENTIFICAÇÃO DO USUÁRIO (*) 
Nome (com letra de forma e sem abreviaturas) Data Nascimento Sexo   

     M      F 

Nome da Mãe (com letra de forma e sem abreviaturas) 
 

Nome do Pai 

Raça/Cor (TV) 

 

Escolaridade (TV) Nacionalidade 

      Brasileira        Estrangeira 

País de Origem Data Naturalização 

Nº Portaria 
 

UF Munic. Nasc. Nome Munic. Nascimento Sit. familiar/Conjugal (TV) Nº Cartão SUS 

   

DOCUMENTOS GERAIS 

Título de Eleitor Número 
 

Zona Série 

CTPS Número 
 

Série UF Data de Emissão 
 

CPF Número 

 
PIS/PASEP Número 

   

DOCUMENTOS OBRIGATÓRIOS (**) 

Identidade Número 
 

Complemento Órgão (TV) UF Data de Emissão 
 

Tipo  
 

Nome do Cartório Livro  
Certidão (TV) 

Folha 

 
Termo Data de Emissão 

 
   

ENDEREÇO (*) 
Tipo Logradouro Nome do Logradouro 

 
Número Complemento 

Bairro CEP 
 

DDD Telefone 

   

DADOS CLÍNICOS DO PACIENTE 
Pressão Arterial Sistólica (*) 
 

Pressão Arterial Diastólica (*) Cintura (cm) Peso (kg) (*)      
                       , 

 Altura (cm) (*) Glicemia Capilar (mg/d) 
                                                                               Em jejum

       
                             Pós prandial    

 

  

Fatores de risco e Doenças concomitantes Não Sim Presença de Complicações Não Sim 

Antecedentes Familiares - cardiovasculares   Infarto Agudo Miocárdio   

Diabetes Tipo 1   Outras coronariopatias   

Diabetes Tipo 2   AVC   

Tabagismo   Pé diabético   

Sedentarismo   Amputação por diabetes   

Sobrepeso/Obesidade   Doença Renal   

Hipertensão Arterial    
  

TRATAMENTO 

Não Medicamentoso:  

Medicamentoso 
 Comprimidos/dia 

Tipo 1/2 1 2 3 4 5 6 

 
Unidades/dia 

Hidroclorotiazida 25mg        
Propranolol 40mg        

 

Captopril 25mg        

Glibenclamida 5mg        
 
   Insulina         

Metformina 850 mg         
 

Outros           SIM              NÃO 
    

Data da Consulta (*) 

 

Assinatura do Responsável pelo atendimento (*) 

Legenda: (*) Campos obrigatórios, com exceção: nome pai; data naturalização e nº portaria, se nacionalidade brasileira (nascido no Brasil); complemento, 
DDD e telefone.   (**) Pelo menos um dos documentos é obrigatório.         TV = Tabela no verso do formulário. 
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VERSO DA FICHA DE CADASTRO DO HIPERTENSO E DIABÉTICO 
 

Risco Estratificado e Quantificação de Prognóstico 
 Pressão Arterial (mmHg) 

 

Outros fatores de risco 
ou doença 

Grau 1 
Hipertensão leve 

PAS 140-159 ou PAD 90-99 

Grau 2 
Hipertensão moderada 

PAS 160-179 ou PAD 100-
109 

Grau 3 
Hipertensão grave 

PAS>/=180 ou PAD >/= 110 

 
I- Sem outros fatores de risco 

Risco baixo Risco médio Risco alto 

II- 1-2 Fatores de risco 
 

Risco médio Risco médio Risco muito alto 

III- 3 ou mais fatores de risco 
ou lesões nos órgãos-alvo ou 
diabetes 

Risco alto Risco alto Risco muito alto 

IV- Condições clínicas 
associadas, incluindo doença 
cardiovascular ou renal 

Risco muito alto Risco muito alto Risco muito alto 

 

Diabetes Tipo 1 – ocorre principalmente em crianças, jovens e adultos jovens. Precisam usar insulina para 
controlar a glicose no sangue desde o momento do diagnóstico. 
 
Diabetes Tipo 2 – aparece geralmente após os 40 anos de idade, freqüentemente em pessoas que têm excesso 
de peso. 
 
Tabagismo - é igual ao consumo de 01 um ou mais cigarros por dia. 
 
Sedentarismo – quem realiza menos que 30 (trinta) minutos de exercício, 03 (três) vezes por semana e não faz 
esforço físico pesado em casa ou no trabalho. Ex: faxina, lavagem manual de roupas, carrega carga pesada, 
movimenta britadeira etc. 

Sobrepeso ou Obesidade – classificação de acordo com a tabela: 
 

Classificação 
IMC (peso em Kg/altura ao 

quadrado) 
Risco de co-morbidade 

Normal 18,5-24,9 Baixo 

Sobrepeso 25,0-29,9 Pouco aumentado 

Obeso Classe I 30,0-34,9 Moderado 

Obeso Classe II 35,0-39,9 Grave 

Obeso Classe III >/= 40,0 Muito grave 

 
TABELAS DE REFERÊNCIAS 

Raça/Cor 
Código Descrição 

1 Branca 

2 Preta 

3 Amarela 

4 Parda 

5 Indígena 

 

Certidão/Tipo 
Código Descrição 

1 Nascimento 

2 Casamento 

3 Separação/Divórcio 

 

Situação familiar/Conjugal 
Código Descrição 

 
1 

Convive c/ companheira(o) e 
filho(s) 

 
2 

Convive c/ companheira(o) c/ 
laços conjugais e s/ filhos 

 
3 

Convive c/ companheira(o), 
filhos e/ou outros familiares 

 
4 

Convive c/ familiares, sem 
companheira(o) 

5 
 

Convive c/ outra(s) pessoa(s), 
sem laços consangüíneos 

e/ou laços conjugais 

6 Vive só 

 

 

Escolaridade 
Código Descrição 

01 Não sabe ler/escrever 

02 Alfabetizado 

 
03 

Fundamental incompleto 
(1º grau incompleto) 

 
04 

Fundamental completo 
(1º grau completo) 

 
05 

Médio Incompleto 
(2º grau incompleto) 

 
06 

Médio completo 
(2º grau completo) 

07 Superior incompleto 

08 Superior completo 

09 Especialização/Residência 

10 Mestrado 

11 Doutorado 

 

Órgão Emissor 
Código Descrição 

10 SSP 

41 Ministério da Aeronáutica 

42 Ministério do Exército 

43 Ministério da Marinha 

44 Polícia Federal 

60 Carteira de Ident. Clássica 

61 Cons. Reg. de Administração 

62 Cons. Reg. de Ass. Social 

63 Cons. Reg. de Biblioteconomia 

64 Cons. Reg. de Contabilidade 

65 Cons. Reg. de Corretores de 
Imóveis 

66 Cons. Reg. de Enfermagem 

67 Cons. Reg. de Engenharia, 
Arquitetura e Agronomia 

68 Cons. Reg. de Estatística 

69 Cons. Reg. de Farmácia 

70 Cons. Reg. de Fisioterapia e 
Terapia Ocupacional 

71 Cons. Reg. de Medicina 

72 Cons. Reg. de Med. Veterinária 

73 Cons. Reg. de Músicos do 
Brasil 

74 Cons. Reg. de Nutrição 
75 Cons. Reg. de Odontologia 

76 Cons. Reg. de Prof. Relações 
Públicas 

77 Cons. Reg. de Psicologia 

78 Cons. Reg. de Química 

79 Cons. Reg. de Repr. 
Comerciais 

80 Cons. Reg. de Advogados do 
Brasil 

81 Outros Emissores 

82 Documento Estrangeiro 
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