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RESUMO

Ha evidéncias recentes sobre a participacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e de Nitrogénio (ERN) na Hipertensao Arterial Sistémica (HAS), o
que indica a importancia de estudar os fendmenos que determinam o balanco redox
em sangue de individuos hipertensos, bem como os aspectos dietéticos
relacionados aos mesmos individuos. Foram analisadas, em amostras de sangue de
20/433 individuos hipertensos e 21/63 controles, Superdoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa (GSH), Vitamina C,
transferrina, ceruloplasmina, Malondialdeido (MDA) e grupos carbonila totais. Esses
individuos foram incluidos no estudo mediante consentimento e selecionados
segundo indice de Massa Corporal - IMC (> 18,5 e < 30 Kg/m?), glicemia (< 100
mg/dL), colesterol sérico (< 200 mg/dL), nao fumantes, mulheres nao gravidas e fora
da menopausa, nao usuarios de alopurinol e probucol. A ingestao dietética de frutas,
legumes e verduras, energia e macronutrientes, Na, K, Fibras, Fe, Cu, Zn, Se, pelos
grupos em analise, foi avaliada. O grupo selecionado foi submetido a quatro
semanas de preparo (sem uso de vitaminas, minerais e suplementos nutricionais,
paracetamol dexametazona e alcool), para subsequente analise do balango redox.
Hipertensos quando comparados aos controles apresentaram niveis 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); ingestdo 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 associacdo positiva apenas entre niveis
diminuidos de ceruloplasmina e ingestdo elevada de vitamina C no grupo controle.
Embora os resultados obtidos neste estudo contrariem em parte a literatura, cujos
dados, em geral, sdo de niveis diminuidos de enzimas antioxidantes e elevados de
marcadores de dano oxidativo nos individuos hipertensos, a obtencdo de niveis
elevados de GPx e de baixos niveis de MDA sao também concordantes com a
hipétese de estresse oxidativo da hipertensdo, uma vez que haveria maior demanda
da enzima quando em excesso de ONOQO’, espécie essa com concentragao
aumentada em hipertensdo. Com a maior concentracdo de GPx, cuja atuagao é
significativa sobre perdxidos, haveria diminuigdo da peroxidagédo lipidica, e
consequente diminuicdo de MDA. Dai, o estresse oxidativo da hipertensado seria
explicado por mecanismo alternativo ao registrado na literatura. Portanto, embora
nao esteja claro se o estresse oxidativo da HAS primaria ou essencial seja causa ou
efeito, a ocorréncia deste na hipertensdo foi verificada no presente trabalho,
corroborando estudos ja 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/m?), 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.



Capitulo 1- INTRODUCAO



1.1. Conceito e epidemiologia da Hipertensao arterial sistémica (HAS)

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) tem sido objeto de muitos estudos
devido a sua elevada prevaléncia e ao alto impacto na morbimortalidade da
populacdo. A HAS pode ser primaria, essencial ou idiopatica (de etiologia
multifatorial envolvendo fatores genéticos tais como heranga e raga e, fatores
ambientais, tais como ingestdo de sal, sedentarismo, obesidade, etc), o que
representa 95% dos casos, ou secundaria (resultante de doencgas, principalmente
renais), o que representa 5% dos casos. A HAS € diagnosticada, em adultos (> 18
anos), quando se detectam valores médios de duas ou mais mensuragbes da

pressao arterial (PA), em pelo menos duas ocasides distintas > 90 mm Hg para a

diastdlica (PAD) e > 140 mmHg para a sistdlica (PAS) (V DBHA, 2006).

Dados dos paises que participaram do Countrywide Integrated
Noncommunicable Disease Intervention Programme (CINDI), da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) mostraram prevaléncia 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 medicagao 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 sao portadores de HAS (OKOSHI et al., 2001).

No Brasil, inquéritos de base populacional revelam que a HAS primaria atinge
de 22,3% a 43,9% (> 140/90 mmHg) da populagdo 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 paises (LESSA, 2001). Nas regides, observa-se ampla variacao,
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 (DOREA e LOTUFO, 2004).

A elevacado da pressao arterial representa um fator de risco independente,
linear e continuo para doenga cardiovascular, com custos elevados decorrentes das
suas complicacbes: doenca cerebrovascular, doenga arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal crénica e doenca vascular de
extremidades. A HAS é responsavel por 40% dos o&bitos por acidente vascular
encefalico ou cerebral (AVE ou AVC) e 25% dos o&bitos por doenga arterial

coronariana (DAC), e esta entre as causas mais frequentes de hospitalizagbes entre



as afecgdes cardiovasculares (IV DBHA, 2002; SIXT JOINT, 1997). No Brasil, em
2003, 27,4% dos o6bitos foram decorrentes de doencgas cardiovasculares, sendo o
AVE ou o AVC a principal causa em todas as regides, atingindo as mulheres em
maior propor¢ao (V DBHA, 2006).

Uma vez que a HAS é um problema de saude publica, haja vista sua
importancia na morbimortalidade cardiovascular, o conhecimento dos fatores
associados ao seu desenvolvimento, reveste-se de grande importéncia, para que se

possa atuar de forma preventiva adequada.

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

A HAS, como a maioria das doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT),
envolve tanto componentes etioldgicos, ambientais, como hereditarios, sendo,
portanto, classificada como uma doenga poligénica e multifatorial, relacionada a
mudancas morfologicas e funcionais no sistema cardiovascular e no controle
autonémico.

Em condi¢ées normais, a PA deve ser mantida em uma estreita faixa de
variagao, permitindo uma adequada perfusao tecidual. Este controle envolve grande
numero de substincias e de sistemas fisioldgicos que interagem de maneira
complexa e com redundancia para manter a PA em niveis adequados, nas mais
diversas situagdes fisiologicas. A PA é determinada pelo débito cardiaco e pela
resisténcia vascular periférica, que, por sua vez sao determinados pelo volume
sistélico e frequéncia cardiaca, e pelo tbnus vascular, respectivamente, de tal forma
gue o seu controle envolve mecanismos neurais € neuro-humorais que, em curto e
longo prazo, modulam ndo sé a atividade do sistema nervoso autbnomo para o
coragao e para os vasos, como também o volume sanguineo e a secregao de varios
hormdnios como renina, vasopressina, peptideo 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 6rgao central no
escopo da HAS, inclusive como sede de inumeros processos de Oxido- redugao
relacionados com a hipotese 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 Oxigénio (ERO), via



enzimas NAD(P)H oxidase [NAD(P)H ox] associada a membrana, xantina oxidase
(X0), lipoxigenase (LOx), cicloxigenase (COx), seja de Nitrogénio (ERN), através da
enzima de sintese do Oxido Nitrico (NO«) (Oxido nitrico sintase endotelial, eNOS) ou
mondxido de nitrogénio ou fator de relaxamento derivado do endotélio (Endothelium-
Derived Relaxing Factor - EDRF) (TOUYZ e SCHIFFRIN, 2004; LAURINDO et al.,
1998 ).

O 6xido nitrico (NOe) é produzido na célula endotelial pela enzima o6xido
nitrico sintase (eNOS) que converte o aminoacido L-arginina a NO- + L-citrulina,
catalisando a oxidacéo de cinco elétrons com a participa¢do de NAD(P)H/NADP™ e
do complexo calcio/calmodulina (MALINSKI, 2005). Sua fungado é regular o ténus
vascular através de acdo vasodilatadora sobre as células musculares lisas, e de
inibicdo da atividade plaquetaria, agregacao de leucécitos e proliferacdo das células
musculares lisas da vasculatura endotelial (LAURINDO et al, 1998;
RAMACHANDRAN et al., 2002), sendo fundamental na modulagdo da pressao
arterial.

Na hipertensdo arterial, uma rede complexa de sistemas e substancias
vasoativas atua e favorece a producdo intravascular de ERO e ERN , com
participacado importante das enzimas NAD(P)H ox associada a membrana, XO, LOXx,

COx, eNOS, como sera discutido adiante.

1.3. Consideragoes gerais sobre estresse oxidativo e balango redox

Os seres vivos se adaptaram, no transcorrer dos ultimos dois bilhdes de anos,
a uma crescente concentragdo de oxigénio atmosférico, aproveitando-se dos seus
beneficios e construindo, ao mesmo tempo, uma complexa rede de controle, para
equilibrar suas acdes deletérias. A molécula diatdmica de oxigénio possui dois
elétrons desemparelhados, em sua ultima camada eletrénica (Figuras 1 e 2) e pode,
portanto, sofrer redugdo, gerando diferentes metabdlitos, conhecidos pelo nome
coletivo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que podem reagir com outras
espécies, gerando novos radicais, espécies neutras ou carregadas. Essas espécies
sao produzidas, invariavelmente, em ambiente aerdbio, por uma série de
mecanismos, que incluem o “vazamento” eletrbnico durante oxidag¢des bioldgicas,

por acao de flavina desidrogenases, por meio de secregdes especificas associadas



a membranas ou, ainda, por ativacao fisica, via irradiagdo fotoquimica ou outros
fatores externos (Figura 3). A depender da sua concentragdo no tecido, elas
exercerao efeitos fisiologicos benéficos ou maléficos. Os organismos desenvolveram
mecanismos eficientes de protecdo contra o acumulo excessivo de ERO e ERN
(Figura 3).
O interesse crescente no estudo dessas espécies reativas e sua relagdo com
a saude e a doenga, com consequente evolugdo dos conhecimentos nesta area,
tornou fundamental a discussao interdisciplinar. Um exemplo é a compreensao dos
aspectos fisico-quimicos e bioquimicos de substancias obtidas através da dieta,
relacionados a sua atividade anti-oxidante, fornecendo subsidios para entender a
razao da necessidade do consumo alimentar equilibrado de tais substancias, utéis
no planejamento de dietas.
Denominam-se radicais (X') todas as espécies quimicas paramagnéticas,
capazes de existéncia independente, que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, condicdo que as torna extremamente reativas. Durante as
reacbes nas quais essas especies radicalares estdo envolvidas, sdo formados
intermediarios reativos, que podem se transformar em tais espécies ao reagir com
outras moléculas ou com outros radicais, ou ainda com metais de transicdo. Os ions
de metais de transigdo catalisam reacdes redox tais como auto-oxidagao e reagao
de Fenton, gragas a 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 nao radicalar
X+Y > X'+ Y~

Pode ser um agente oxidante recebendo elétron de uma espécie nao radicalar
Y+ X - Y+ X7

Um radical pode abstrair hidrogénio (H) de uma ligagcdo C—H, com geracéao de
radical centrado no carbono (C°).

Ha ainda outras possibilidades como rearranjo: R3CC*H,R — R3C°CH:R ;
aniquilagédo: X* + X' — X X; adigédo: R* + H,C=CH,; — RCH,C*Hy; ruptura (Figura
5), etc.



No caso do oxigénio, a distribuicdo peculiar dos elétrons da camada externa
em seus orbitais moleculares, com os dois ultimos elétrons desemparelhados
ocupando dois orbitais antiligantes (Figura 1), explica a habilidade do oxigénio em
receber elétrons adicionais nesses orbitais dando origem as suas formas reduzidas
reativas como o anion radical superéxido (O,°) e o dianion peréxido (0.%) (Figura 2),
em etapas de transferéncia eletrénica sucessivas. Esses podem sofrer protonagao.

Em geral, as células aerdbias obtém a maior parte de sua energia a partir da
oxidagao controlada de ligagbes C-C e C-H, via transferéncia de elétrons, onde o
oxigénio molecular é o aceptor final deles, catalisada por metaloenzimas. A
consequéncia disso é a existéncia de um ambiente redutor em células e tecidos. O
balanco redox em liquidos biologicos, organelas, células ou tecidos, € a soma dos
produtos do potencial de redugcdo e da capacidade redutora dos pares redox
acoplados presentes. As mudangas no ambiente redox em nivel biolégico podem
causar o estresse oxidativo (SCHAFER e BUETTNER, 2001; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002).
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Figura 1. Esquema da combinagéo linear de orbitais atémicos
para a formacgao dos orbitais moleculares do oxigénio molecular.

As estruturas eletrbnicas dos dois atomos de oxigénio (O) estdo representadas
esquematicamente nos lados direito e esquerdo da figura 1. A parte central mostra a modificagdo dos
arranjos eletronicos dos orbitais a partir da fusdo dos mesmos para formar as ligacdes interatdmicas
que estabilizam a molécula diatdmica do O,. Dois orbitais antiligantes (n*) s&o ocupados por um Unico
elétron, enquanto o terceiro orbital antiligante (c*) (2p) esta vazio. Os elétrons dos orbitais c1s nao
sao mostrados. Fonte: Adaptado de WINTER, 1994 e BERGAMINI et. al, 2004 .
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Figura 2. A: Esquema geral de redugdo do oxigénio. B: Versdo simplificada
dos orbitais moleculares na molécula diatomica de oxigénio e de alguns de
seus derivados.

Fonte: Adaptado de BERGAMINI et al., 2004 e de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002.

1.3.1 O estresse oxidativo

A produgédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN),
entre outras espécies reativas (ER), é parte integrante do metabolismo humano e é
observada em diversas condigdes fisioldgicas. ERO e ERN tém importante fungao
bioldégica, como na fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdao produzidas
para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produg¢do € danosa, o
organismo dispde de um eficiente sistema anti-oxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o
sistema pré e anti-oxidante (FINKEL e HOLBROOK, 2000; SCHAFER e BUETTNER,
2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), com predominio dos oxidantes, com
dano consequente, como ilustra a Figura 3. A célula, unidade da vida, € uma
verdadeira usina de pro e anti-oxidantes (Figura 4).

A Tabela 1 é uma compilagdo da literatura sobre a natureza das principais
espécies reativas, a sua geragao e o seu destino em ambiente biologico. Ela foi
construida a partir de informagdes constantes de uma série de artigos e livros
(CAREY e SUNDBERG, 1990; HALLIWELL, 1991; GUTTERIDGE, 1994;



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 Acao das espécies reativas sobre macromoléculas

Em sistemas biolégicos, um dos focos de atuacdo de ERO, de ERN e de
outras espécies reativas (Figura 3, Tabela 1) € a membrana celular (Figura 4). Além
da membrana, que envolve a célula, as membranas das organelas intracelulares tais
como mitocondria, reticulo endoplasmatico, nucleo, etc., apresentam uma estrutura
bilipidica e uma variedade de proteinas e agucares (WISEMAN, 1996) (Figura 4). O
dano celular resulta basicamente do ataque dos ERO e ERN sobre as
macromoléculas, tais como carboidratos [(CHOH)n], DNA, proteinas e lipidios,

conforme mostrado na Tabela 2, Figura 5 e Figura 6.
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Figura 3. Fontes e respostas celulares as espécies Reativas de Oxigénio
(ERO), de Nitrogénio (ERN), derivados de Enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de
carbono (ERC) e metais de transigdo (M "").

Oxidantes sdo gerados a partir do metabolismo normal como na mitocéndria, em peroxissomas e em
uma variedade de enzimas citosdlicas. Existem diversas fontes exdgenas de produgédo de ER. O
sistema de defesa anti-oxidante enzimatico e ndo enzimatico, quando eficientes, mantém a
homeostase fisiologica e quando estdo ineficientes, permitem a instalagdo do estresse oxidativo,
representado pelo dano celular em macromoléculas como o DNA, proteinas e lipidios, que se
expressam clinicamente como envelhecimento ou doenca.
HOLBROOK, 2000.

Fonte: Adaptado de FINKEL e
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| Controle na produgédo de ER
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Citoplasma

IXA)Xantina oxidase, hemoglobina, riboflavina, catecolaminas.
Metais de transicdo Fe*** e Cu*™

(B) Vit. C, GSH, CuZn SOD, GPx, GST, Ferritina, Metalotioneina
Nucleo

(B) Vit E, GSH, MnSOD, GST, GPx e Metalotioneina

Membrana Celular,

(A) prostaglandina sintase
lipoxigenase, NAD(P)H oxidase
(B) Vitamina E, Bcaroteno

Reticulo endoplasmatico e
Lipossomas

(A) citocromo P450, enzimas
hidroliticas dos lisossomas

(B) Vit. E, p-caroteno

Complexo de Golgi

(A) Oxidases e
flavoproteinas
(B) Catalase

(B) Vit E, B-caroteno, GSH, GST, GPx Mitocéndria ==~

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

Figura 4. Fontes celulares de espécies reativas (ER) e Distribuigcdao dos anti-oxidantes
(A) Fontes celulares de ERO e ERN e outras, por agao de varias enzimas. A capacidade de uma via especifica 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 neutréfilos e macréfagos séo particularmente ativadas e reduzem O, a

02.'7 .

(B) Distribuicao dos anti-oxidantes, enzimas de desintoxicacdo e proteinas de ligacdo a metais de transicdo que compreendem o sistema de defesa dentro
das membranas e organelas celulares.
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Tabela 1. Natureza, geragdo e destino de espécies radicalares (ou seus intermediarios) biologicamente importantes

Espécies Derivadas do Oxigénio

Anion Gerado continuamente por diversos processos celulares (cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no microssomo, através enzimas como
superoxido xantina oxidase e NADPH oxidase), ou pela redugdo monoeletrdnica de O,
0, Rapidamente desaparece em solugédo aquosa por reacao de dismutagao:
O, +0, + 2H" —» H,O, + O,
Em solugdo aquosa € um forte agente redutor. Sua habilidade em reduzir Fe®* a Fe* pode acelerar a reagao de Fenton:
O +Fe¥ 5 Fe®+ 0,
Em solugdo aquosa € um oxidante fraco, porém pode formar ERN
0, + NO* ———» ONOO ™
As membranas sdo permeaveis ao O, °. Em fagécitos, como neutréfilos e macréfagos, € um dos microbicidas mais importantes.
Peréxido de | Intermediario formado pela reagdo de dismutagdo de O, catalisada pela enzima SOD, pela redugédo de 2 e~ na molécula de O, e pela agédo de
Hidrogénio diversas enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas.
H,0, E muito difusivel dentro e entre as células in vivo
E um fraco agente oxidante e um fraco agente redutor, reage lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme e
peroxidases para iniciar reagdes radicalares e peroxidagdes lipidicas.
Em presenga de metal de transigao gera ‘OH, através da reagéo de Fenton
Fe*" + H,0,—» Fe*" + "OH + *OH
Radical E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez formado, o organismo humano nao dispée de mecanismo de defesa; reage
Hidroxila com uma série de endobidticos; causa modificagdo no DNA (com modificagdo das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas e inativagao
*OH enzimatica, peroxidagao lipidica. Ambito limitado de ag&o (poucos didmetros moleculares).
Radicais Formados durante a decomposigéo de perdxidos organicos e por reagdes de carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidagao lipidica.

Peroxila (RO,")
Alcoxila (RO")
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Cont Tabela 1

Oxigénio
singlete '0,*

Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por reagdes fotoquimicas ou por outras radiagdes; reage com um grande numero de
moléculas bioldgicas, incluindo lipideos da membrana, iniciando processos de peroxidagao.

O oxigénio singlete (102*) pode ser gerado, entre outras reagdes, por transferéncia de energia a partir de um sensibilizador S, no estado excitado
tripleto (°S*) (porfirinas, clorofila e riboflavina) para o oxigénio. O sensibilizador S absorve energia e deixa o estado fundamental singlete (S),
passando para o estado excitado singlete gs*), a partir do qual é convertido, por cruzamento intersistema, para o estado excitado triplete (38*).

s 5 s S*

38* > 302* > S + 102*

Ozobnio O3 Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz intensa de algumas fotocopiadoras e outros equipamentos.
E extremamente danoso ao pulmao, oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipideos.
Espécies Derivadas do Nitrogénio e Cloro
Acido Espécie ndo radicalar, membrana-permeavel, oxida um grande nimero de compostos biolégicos, como tidis e tioéteres, aminas, fenois e ligagbes
hipocloroso insaturadas; mais seletivo do que o radical hidroxila; oxida ferro e proteinas.
HOCI Produzido por fagocitos ativados, reage com O,* para formar *OH

E produzido no miocardio, como resultado de invasao de células inflamatérias
HOCI+0,”” — 3 °‘*OH+ OH+O,

Oxido nitrico ou
monoxido  de
nitrogénio

NO*

Sintetizado nos organismos vivos pela agao da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) que converte o aminoacido L-arginina a NO* + L-citrulina.

E um radical abundante que age em uma variedade de processos bioldgicos, incluindo relaxacdo muscular, neurotransmissdo e regulagdo imune.
Originalmente identificado como fator relaxante derivado do endotélio (“endothelium-derived relaxing factor”. EDRF) € um potente vasodilatador,
envolvido na regulagdo da presséao arterial. Difunde-se rapidamente entre e dentro das células.

Quando exposto ao ar reage com oxigénio para formar NO,*

2NO*+ O, —» 2 NO,*

Reage rapidamente com O, e produz o intermediario ONOO

02" +NO® — ONOO—
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Cont. Tabela 1

Dioxido de
nitrogénio
NO;*

Formado a partir da exposicdo de NO® ao ar ou da protonagao de peroxinitrito
2NO*+0, — 3 2NO;
Potente iniciador da peroxidacgao lipidica em fluidos biolégicos

Cloreto de nitrila
NO,CI

Formado a partir de misturas de NO,'e HOCI.
Oxidante, agente de cloragao e de nitragao, pode inibir fosforilagdo dependente de quinase de residuos de tirosina, provoca a cloragéo de residuos
de tirosina (3-clorotirosina é considerada biomarcador)

Peroxinitrito

Intermediario formado pela reagao

ONOO™ 02+ NO*'— ONOO—
Instavel, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades semelhantes ao radical hidroxila; causa danos a muitas moléculas bioldgicas,
inclusive a grupos S-H das proteinas, provoca hidroxilagao e nitragdo de compostos aromaticos.
Forma *OH independente da presenca de metal de transigao.
ONOO— + H* ——°OH + NO..
Apos protonacgao, rearranja-se para nitrato (NO3") e interage com bicarbonato (CO,/HCOj3;"), com alteragéo de sua reatividade.
ONOOH [NO,’ *OH] —» NO;”
Em presenga de CO,, o peroxinitrito forma o peroxicarboxilato nitroso, que rapidamente se decompde, segundo as etapas 1 e 2. O CO, esta
presente em elevada concentragdo no compartimento intra e extracelular, o que favorece a formagéo do CO3* em presengca de ONOO—
ONOO™ + CO, —» ONOOCO,- —» NO,0 CO,~
(1) NO,OCO,” —» NO3; + CO, (65%)
(2) NO,OCO,” —p NO, + CO;3 (35%)
O anion radical carbonato formado € mediador de diversas reagdes de oxidagéo e nitragao.
Cloraminas Oxidantes mais suaves e de vida mais longa que HOCI, reage com tidis, tioéteres, centros metalicos de ferro. Toxicidade variavel, dependendo da
polaridade e da permeabilidade da membrana; cloraminas de a-aminoacidos sofrem degradacgéo para aldeidos potencialmente toxicos.
Espécies Derivadas do Enxofre
Radical tiila Denominagédo genérica para um grupo de radicais com o elétron desemparelhado, residindo no enxofre. Formado quando um grupo tiol (RSH)
RS* reage com uma espécie radicalar (‘C, *OH, RO®, RO,’*, 05", NO,* ou com metais de transigao).
Misceléneos e metais
Fe, Cu, Mn, Catalisam reacdes de radicais livres

Fe®* em presenca de O, gera O,"", que, por sua vez, pode reduzir Fe®* a Fe®

FeZ+ + 02 —}Fe ¥ o4 02._

Fe®* em presenga de H,0, gera “OH (reacdo de Fenton)

Fe®* + H,0, — Fe* + OH + OH®

Fe** em presenca de H,O, gera O,*

Cu*" e Mn* também catalisam a dismutacdo de O," em H,0y

OBS: em sistemas bioldgicos, pH fisioldgico (7,4), o Fe®* so existe transientemente antes de se auto-oxidar ao estado férrico Fe**
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Tabela 2. Atuacdo das principais espécies radicalares (ou seus intermediarios) sobre endobiéticos

Endobidtico

Sumario das reagbes mais importantes

Acucares
(CHOH)n

‘OH reage com (CHOH)n por abstragdo randomizada de um atomo de H de um dos atomos de C, produzindo um radical centrado no carbono. Isto
leva a quebra da cadeia de importantes moléculas, tais como o acido hialurénico.

Acidos
Nucléicos

ERO, principalmente *OH, atacam o agucar desoxirribose (principalmente em 4’ e/ou 5’) e as bases purinicas (adenina e guanina) e pirimidinicas
(timina, citosina e uracila), com ataque preferencial a guanina, gerando 8-hidroxi- ou 8-oxoguanina, mutagénicas. Como resultado, ocorre a quebra da
cadeia do DNA, a ligagéo cruzada entre as fitas e modificagdes nas suas bases levando a mutagdes e apoptose.

Proteinas

As proteinas tém muitos sitios reativos. Durante o estresse oxidativo, o primeiro evento € a formag¢ao de um radical centrado no carbono, por extragéo
de H* do carbono a, em uma ligagdo peptidica, dai, ocorre fragmentacado das cadeias e oxidacdo de quase todos os tipos de aminoacidos, com
producgdo frequente de compostos carbonilados, particularmente a partir de prolina, arginina e lisina (Figura 6). Essa modificacdo (conteddo em
proteinas carboniladas) é facilmente mensuravel. Adicionalmente, proteinas podem conter sitios de ligagdo com metais que s&o especialmente
susceptiveis a reacdes reversiveis de oxidagdo e reducdo, as quais podem produzir uma seqiéncia de sinais que podem ser reconhecidos por
proteases celulares especificas que degradam tais proteinas. Muitas proteinas intracelulares tém grupos sulfidrila reativos em residuos de cisteina,
que podem ser oxidados a dissulfeto ou acidos cistéicos, que podem ser novamente reduzidos metabolicamente. Similarmente, muitas proteinas tém
um aminoacido metionina que pode sofrer modificagéo reversivel a sulféxido ou sulfona. Os aminoacidos aromaticos formam quinurenina, grupos
catecolicos e polimeros. Ha formagao de produtos de adigdo com peroxidos lipidicos e com hidroxialdeidos derivados de lipideos insaturados.

Lipidios

A peroxidagéao lipidica é causada pelo ataque de uma ER (geralmente *OH) que abstrai um atomo de hidrogénio (H*) de um grupo metileno alilico,
normalmente, de um acido graxo poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono, caracterizando a etapa de iniciagdo. Este radical é
usualmente estabilizado por rearranjo molecular formando um dieno conjugado. Sob condigbes aerodbicas, o carbono radicalar do dieno conjugado,
reage com O, (que € uma molécula hidrofébica e, portanto se concentra no interior das membranas) e forma o radical peroxila. Este radical peroxila é
capaz de abstrair H* de moléculas de lipidios adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage com O, e forma outro radical peroxila e
assim sucessivamente, caracterizando a reagdo em cadeia da etapa de propagacao. O radical peroxila combina-se com o H® abstraido gerando o
lipidio hidroperéxido (LOOH) que se acumula no interior da membrana, como malonaldeido e 4-hidroxinonenaldeido, entre outros. Na decomposicao
dos hidroperoxidos lipidicos sdo gerados radicais peroxila e alcoxila através da reagao de Fenton. A terceira e ultima etapa da peroxidagao lipidica, a
etapa de terminagdo se instala com a neutralizagdo dos radicais formados por agdo de anti-oxidantes lipossoluveis (a-tocoferol, B-caroteno, NO®) ou
pela reagcado de dois radicais lipidicos formando produtos nio radicalares. Nos sistemas bioldgicos, a peroxidagao lipidica pode ocorrer por via
enzimatica (ciclooxigenases e peroxidases) e por via ndo enzimatica (auto-oxidagédo) cujo mecanismo supracitado envolve a participagdo de espécies
reativas de oxigénio, metais e outros radicais livres. Pode ocorrer peroxidagdo de estruturas supramoleculares, como em fosfolipideos e em
agregados de lipoproteinas. Todas estas modificagbes oxidativas causam mudangas nas propriedades fisicas e quimicas das membranas, alterando
sua fluidez e permeabilidade com expansdo do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das organelas, com consequente
morte celular. Reag¢des envolvendo os varios intermediarios entre si, levam a novos produtos, por exemplo, malondialdeido (MDA) reage com o grupo
amina de purinas e HNE reage com guanosina (Figura 5).
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Figura 5. Reagbes de peroxidagao lipidica e estruturas de alguns de seus
produtos. Fonte: Adaptado de HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999).
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Figura 6. O ataque oxidativo em proteinas.

E iniciado por 'OH, oriundo da radidlise da agua ou de quebra catalisada por
metal, com abstracdo de H do carbono o e formacgdo de radical centrado no
carbono (reagbes a, b, e c). Esse radical reage rapidamente com O, e forma o intermediario
alquilperoxila (reagéo d) que, por sua vez, em presenga de ‘OH, forma o radical alquilperdxido, e, em
seguida, o radical alcoxila (reagbes f € h). A partir desse radical alcoxila segue-se a etapa de quebra
das ligagbes peptidicas seja pela via de diamina ou por a-amidagdo. O radical alcoxila pode ser
convertido a um derivado protéico hidroxilado em presenca de *OH ou de metal de transicao (reagbes
j € i). Metais de transicdo como Cu+ (ndo mostrado) e Fe2+ podem atuar como catalisadores
(reacles € e g, além de i). Fonte: Extraido de BERLETT e STADTMAN, 1997.

Existe forte evidéncia de que o estresse oxidativo tem importancia capital nos
processos de envelhecimento, transformacdo ou morte de células, com
consequéncias diretas em muitos processos patologicos, entre eles, a indugdo do
cancer e a propagacéo de AIDS em pacientes soropositivos (HIV*), bem como na
fisiopatologia de muitas doencas crbnicas, tais como doengas cardiovasculares,
cancer e doengas do pulmao (Tabela 3) (GUTTERIDGE, 1993; PAGANO et al.,
1998; ZWART et al., 1999; GUERRA, 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).
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Tabela 3. Algumas doengas relacionadas ao estresse oxidativo

Doenga Natureza do envolvimento com ER
Aterosclerose, Sindrome de Bloom, | Falha ou consumo excessivo de defesas anti-
Sindrome de Down, Kwashiorkor, | oxidantes.

Doenca de Keshan

Doenca de Parkinson, estados toxicos
causados por alcool, fumo, CCl,.

Uso de farmacos e toxinas. Na doenca de
Parkinson, as toxinas produzidas estariam
envolvidas com a produc¢ao de ER.

Doenca de Alzheimer, Asma, Artrite
Reumatdide, Asbestose, Sindrome de
Insuficiéncia Respiratoria do Adulto

Produgéo de O, °, H,O, e HCIO, por células
fagociticas ativadas.

Esclerose multipla

Perturbagdo morfolégica da célula. As
hemacias se tornam mais susceptiveis a acao
das ER.

Doenga granulomatosa cronica

Defeito genético no sistema anti-oxidante.

Diabetes mellitus, anoxia, injuria da
reperfusao, pré eclampsia

Oxidacao anormal de substratos ou mudancas
na concentragao de oxigénio.

Hipertenséo Arterial Sistémica

Producgéo de O;* por NAD(P)H/NADPOox.

Hemocromatose idiopatica, anemia | Transferéncia de elétrons ao oxigénio por
falciforme, talassemia, doenca de | metais de transicao.

Wilson

Doenca granulomatosa cronica, | Defeito genético no sistema anti-oxidante.

Deficiéncia de enzimas anti-oxidantes
(p.ex. Acatalassemia)

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

2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002.

Entre as doencas cardiovasculares, vale comentar que, na ultima década o

papel de ER no sistema cardiovascular tem sido objeto de muito interesse e de
pesquisas (PARAVICINI e TOUYZ, 2006). A atuagdo das ERO e ERN sobre o

sistema cardiovascular envolve a regulacao e a diferenciagédo celular, a modulagéo

de matriz extra-celular, a inativacdo de NO® e a estimulacdo de muitas cinases
(SAMPAIO e SANTOS, 2004; TOUYZ e SCHIFFRIN, 2004). Muitos destes efeitos

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

importante de mecanismos relacionados a presenga de ERO e ERN, que reunidos,

explicam a hipotese oxidativa da HAS, discutida a seguir.
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1.4. Hipotese oxidativa da HAS

A HAS é uma condicao caracterizada por disfuncdo endotelial, um fenbmeno
que, apesar de discutido se primario ou secundario a HAS (RIZZONI, 2002), tem
uma importancia fundamental na sua génese e manutengdo, e se acompanha de
mudangas estruturais (hipertrofia da parede arterial e aumento da razao
parede/lumen) e funcionais (sintese e liberagdo de fatores vasoativos) do sistema
vascular em resposta a mudangas nas condicbes hemodinamicas. Na disfungao
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 desequilibrio entre os
sistemas anti-oxidante e pro-oxidante, prevalecendo a acao deletéria de ERO ou
ERN sobre células, tecidos e 6rgaos (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 resisténcia vascular periférica (RVP), observado na HAS, deve-
se, principalmente a redugao no didmetro do lumen das artérias, devido a resisténcia
aumentada. Considerando que a resisténcia é inversamente proporcional a quatro
vezes 0 raio, uma pequena mudanga no didmetro pode ter um impacto significativo
na resisténcia vascular. As pequenas artérias e arteriolas, submetidas as mudancgas
estruturais e funcionais, determinam a HAS (REV SOCESP, 1996; FERRONI et al.,
2006).

O estresse oxidativo vascular é caracterizado pela superproducdo do anion
radical superoxido (Oz* ) (McINTYRE et al., 1999; WARD et al., 2003; PORTALUPPI
et al., 2004), que inibe a atividade do NO-+ e reage com NOe para formar peroxinitrito
(ONOO ), um intermediario reativo particularmente lesivo (Equagéo 1), uma vez que
€ capaz de formar o radical hidroxila (*OH), independente da presenca de metal de
transicaéo (Equagao 2) (LAURINDO et al., 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002;
LASSEGUE e GRIENDLING, 2004).

(1) 0, + NO——»  ONOO~ Equacéo 1
(2) ONOO™ + H— 'OH + NO, Equagdo2 k~10""M's"
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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 vasoconstricao e,
portanto participa na patogénese 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 preponderdncia em relacdo aos fatores
vasodilatadores. A principal fonte de O,* seria o complexo enzimatico NADH /
NAD(P)Hox, que catalisa a redugédo do oxigénio molecular utilizando NAD(P)H como
doador de elétrons gerando Oz . O sistema NADH / NAD(P)Hox é a maior fonte de
O,* , 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 patogénese da HAS envolve predisposi¢cao
genética e exposicao a fatores ambientais (fumo, habitos alimentares, sedentarismo,
etc), de modo que a pressao normal € mantida por uma complexa rede de sistemas
cardiovasculares, entre eles, o balangco de sodio, vasodilatacdo e fungao renal,
destacando-se a atividade da angiotensina Il do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA). A angiotensina Il (Ang Il) ativa a produgédo de NAD(P)H ox e
diminui a biodisponibilidade de NO- por alterar a sintese de eNOS. A ativagcao de
NAD(P)H ox via receptor AT, (receptor de Angiotensina 1) desencadeia, também, o
processo de crescimento vascular, ja que as espécies reativas geradas ativam
cascatas proliferativas no musculo 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 hipertensao arterial (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; SAMPAIO e SANTOS,
2004; TOUYZ, 2004; VIOLI et al., 2004). Entre eles, o que ha em comum é a
ativagdo da enzima NAD(P)H ox, encontrada na membrana das células musculares

lisas do endotélio, e um predominio do sistema pro-oxidante.
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Figura 7- Estresse oxidativo vascular estimulado pela angiotensina Il
(Angll).

A producdo local de Ang Il estimula a NAD(P)H ox e XO que sdo fontes de superdxido (0,™) e
provoca alteragbes na atividade do oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), que também, leva a
formagao de O, . Esse desequilibrio entre a formagédo de NO e O,°, que, em condi¢cdes fisioldgicas,
sdo produzidos em quantidades equimolares, leva a formacgao de peroxinitrito (ONOQ") e potencializa
a oxidacdo do LDL (oxLDL). SOD, superoxido dismutase; Mo, mondcitos. Fonte: Extraido de
SAMPAIO e SANTOS, 2004. (Setas pontilhadas: agado de Ang Il, setas cheias: sistema anti-oxidante
enzimatico).

F I

O declinio na atividade de NO® pode ser devido a quatro (4) fatores: (1)
Diminuicado na expressao de eNOS; (2) Auséncia de substrato ou cofator para
eNOS; (3) Alteracdo da sinalizacdo celular de modo que eNOS n&o é
apropriadamente ativada; (4) Degradacao acelerada de eNOS (CAl e HARRISON,
2000).

Todos estes fatores estdo diretamente relacionados com ERO, cujas
principais fontes vasculares sdo a NAD(P)H ox, XO, LOx, COx, e a propria eNOS
[WATTANAPITAYAKUL e BAUER, 2001; GRIENDLING e FITZGERALD, 2003(a)]
(Figura 8).
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Figura 8. (A) Fontes de ERO na célula vascular (B) Principais ERO
encontrados na célula vascular e fontes.

Oxidases convertem O, a O," que pode ser dismutado a H,O, por superoxido dismutase (SOD), que
por sua vez, pode ser convertido a H,O + O, por catalase ou glutationa peroxidase (GSH-Px, GPx),
ou, a ‘OH em presenca de metal de transicdo (Fe2+). 0,* reage rapidamente com NO°* para formar
OONO™ Fonte: extraido de GRIENDLING e FITZGERALD, 2003 (a).

As NAD(P)H ox s&o enzimas associadas as membranas que catalisam a
reducéo de O, usando NADH ou NAD(P)H como doador de elétron (Equagao 3).
Quando ativadas por forgcas hemodindmicas e multiplos agonistas vasoativos
destacando-se Ang Il (Figura 9), como na hipertensao, as NAD(P)H ox vasculares
(isoformas encontradas na célula endotelial, fibroblastos e células da musculatura
lisa vascular) produzem O," crénica (minutos a horas) e intra e extracelularmente,
em contraste com a producgédo instantdnea e apenas extracellular pela NAD(P)Hox
do neutréfilo [GRIENDLING et al., 2000; ZALBA et al., 2001; GRIENDLING e
FITZGERALD, 2003(a) e (b)].
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NAD(P)H + 20, —» 20, + NAD(P)* +H* Equagio 3

Fatores hemodinamicos Fatores Genéticos Fatores Humorais

("shear stress”) \ (polimorfismos) (All, PDGF, TNF-a.)
NAD(&)H ox —
}
/T 0 \

I NO* + T ONOO— T H,0,
Disfungao endotelial Hipertrofia

Figura 9. Ativagcdo de NAD(P)Hox e consegqiiéncias funcionais na HAS.

Ang |l: Angiotensina Il; PDGF: Fator de crescimento derivado de plaquetas; TNF-a:Fator de necrose
tumoral. Fonte: ZALBA et al., 2001.

A xantina oxidase (XO) & uma molibdoenzima presente no endotélio vascular,
capaz de catalisar a oxidagcdo de hipoxantina e xantina por O, para formar O,"
H,O, e acido urico, e sob condi¢des inflamatdrias, como na HAS, a liberagdo 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 O," produzido por XO é gerado no espaco extracelular (Figura 8) e pode
diminuir a biodisponibilidade de NO* (CAlI e HARRISON, 2000; TOUYZ, 2000 ).

LOx e COx sdo enzimas que catalisam a conversao de acido araquidénico em
diferentes eicosanddes e leucotrienos, 0s quais agem como mensageiros
alternativos em diferentes reacdes celulares (PRATICO, 2005).

A enzima eNOS ¢é uma citocromo p450 redutase que requer tetra-
hidrobiopterina (BH,), ligada préximo ao seu grupo heme para transferir elétrons a L-
arginina e formar citrulina e NO°®. Na auséncia de BH4 e de L-arginina, eNOS pode
produzir O," e H,0,. Esse fendmeno tem sido referido como desacoplamento de
eNOS (WATTANAPITAYAKUL e BAUER, 2001; WASSMANN et al., 2004). O
mecanismo ainda ndo esta muito claro, mas OONO  (derivado da reacgdo entre O,
e NO®) pode oxidar BH,4 e isto pode levar a um desacoplamento de eNOS in vivo. O
desacoplamento de eNOS no endotélio pode levar ao estresse oxidativo e disfungao
endotelial via trés (3) mecanismos:(1) A produgdo enzimatica de NO® é diminuida,

permitindo que o radical possa reagir e atacar outros alvos celulares; (2) A enzima
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produziria O," contribuindo para o estresse oxidativo e (3) E comum que eNOS se
torne parcialmente desacoplada de modo que ambos, O, e NO®, sejam produzidos
simultaneamente. Sob essas circunstancias, eNOS pode tornar-se gerador de
OONO " e levar ao aumento dramatico do estresse oxidativo (CAl e HARRISON,
2000). O OONO  pode ser protonado a acido peroxinitroso (ONOOH) que, em
baixas concentragdes, pode formar nitrato (NO3") e préton (H'), entretanto em altas
concentragdes, o gradiente de ONOOH estabelecido entre a membrana da célula
endotelial e o sangue facilita a sua difusdo, durante a qual ONOOH sofre quebra
homolitica e produz *OH e diéxido de nitrogénio (NO,") ou heterolitica produzindo 2
fortes oxidantes: o ion hidroxila (OH") e o ion nitronium NO,". Assim, O,*, ONOOH,
NO,*, *OH e NO,", sdo os maiores componentes do estresse oxidativo gerado pela
disfungdo endotelial (RADI et al., 2000; MALINSKI, 2005).

Existem outras vias de estimulagdo do O,"  que independem da participagao
das enzimas. Rajagopalan e colaboradores (1996) verificaram estimulo na produgéo
intravascular de O, em ratos, mesmo com a administracdo de oxipurinol
(metabdlito da oxidagao do alopurinol pela XO que inibe o seu sitio ativo), rotenona
(inibidora da sintese de ATP, e, portanto, da cadeia mitocondrial de transporte de
elétrons), indometacina (inibidor de COx), L-NAME (éster metilico da N®-nitro-L-
arginina, antagonista competitivo da eNOS) e acido nor-diidroguaiarético (inibidor da
LOx) ( Figura 10).

Na HAS, a participagcdo das forgas mecanicas estimulando a producao de
ERO e ERN e modulando a producdo de NO® e, portanto, determinando o estresse
oxidativo, tem sido bem estabelecida. Forgas hemodinamicas resultantes do fluxo
sanguineo incluem o “shear stress” (forca tangencial friccional produzida pelo fluxo
sanguineo sobre a superficie endotelial) e a forga pressérica, que age
perpendicularmente na parede endotelial, de modo que o estresse mecanico a que
0s vasos sanguineos sdo continuamente expostos implicam numa também continua
remodelacdo vascular. Sob estimulo fisiolégico p. ex., no exercicio fisico, na
regulacdo do processo de remodelacdo favorece a perfusdo sanguinea adequada
para os tecidos e 6rgaos e envolve apenas a camada endotelial, porém em vasos
sob injuria, como na HAS, este processo € danoso e afeta além do endotélio, as
células da musculatura lisa vascular. Além disso, o fluxo sanguineo 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 expressao de eNOS, e das enzimas
anti-oxidantes SOD (citosdlica e extracelular), GPx, promovendo remodelagao
fisiologica, vasodilatacdo etc; em contraste, o shear stress do cisalhamento
turbulento ou oscilatério esta associado com a produgao sustentada de O," (REV.
SOCESP, 1996; MALINSKI, 2005; PARAVANCINI e TOUYZ, 2006).

OH COOMe

OH ® |
CHs @ HsN—CH
|
o
CHs CH2

HO |
OH CH,
o)
N ACHs C —NH
[ ]/_H “NH; .
CHyO H,COOH

B

Figura 10. Estrutura do acido nor-diidroguaiarético (A), indometacina (B) e
L-NAME (C).

Apesar de elucidados muitos mecanismos, ha necessidade de se estabelecer
se pacientes com HAS tém sinais sistémicos de estresse oxidativo e o impacto deste
fendmeno na progressao da doenca. Nesse sentido, verificar o estado anti-oxidante
e indicadores de dano oxidativo em hipertensos reveste-se de grande importéancia.
Além disso, o reconhecimento da relagdo entre doencas, processo de
envelhecimento e morte celular e estresse oxidativo tem estimulado estudos de
marcadores de dano oxidativo e de substancias anti-oxidantes em sistemas

biolégicos.



25

1.5 Biomarcadores do balango redox em sangue: Métodos gerais de analise e

quantificagao.

Segundo Zwart e colaboradores (1999) e Labaer (2005), os biomarcadores
tém caracteristicas passiveis de avaliacdo e mensuracdo, como indicadoras de
processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou de resposta farmacoldgica
a uma intervengao terapéutica. Como tal, refletiiam as mudangas em sistemas
biolégicos relacionadas a exposi¢cado ou aos efeitos de xenobioticos, ou outros tipos
de fatores ou ainda, a materiais toxicos (aqui incluiriamos aqueles relacionados a
doencas). Eles podem ser classificados, segundo os mesmos autores, como:

(

a)
(b) biomarcadores de efeito,
c)

(

O biomarcador ideal deve reunir as seguintes caracteristicas:

biomarcadores de exposigao,

biomarcadores de susceptibilidade.

1) mostrar alta especificidade para o efeito de interesse,

2) refletir o efeito desde o inicio,

3) ser passivel de determinacado e analise faceis e de baixo custo,

4) ser Analisado por técnica ndo invasiva, de alta sensibilidade, no
fluido biolégico em foco.

Deve existir uma relagdo bem estabelecida entre a concentragdo do
biomarcador e a exposi¢do ao agente, ao dano induzido e a susceptibilidade
pesquisada.

E util ressaltar que a area de biomarcadores encontra-se em desenvolvimento
exponencial e nao ha qualquer pretensdo, de analisa-la em profundidade.

No caso de estresse oxidativo, os marcadores de balango redox, ndo
invasivos, refletiiam o dano causado pelas ERO e ERN sobre o sistema bioldgico e
a eficiéncia da defesa anti-oxidante de contrapartida. Em se tratando desses
biomarcadores, ha um esforco mundial para sua validagdo multilaboratorial.
Trabalhos de colaboragdo internacional, em andamento, liderados por M. Kadiiska
utilizaram modelo murino, apés envenenamento por CCls, 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)].
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A sistematizacdo, seja em termos da escolha do biomarcador, seja em
relacdo aos meétodos de analise ainda necessita de anos de estudos e esforgos
concentrados.

Nessa revisao, dar-se-a énfase a caracterizagao de alguns deles, em sangue
humano, e em técnicas de analise mais empregadas para quantificagdo dos
mesmos. Outros fluidos bioldgicos, como urina e saliva, sdo também utilizados em
tais analises e, até mesmo o proprio ar expirado, que traria informagdes de produtos
volateis de peroxidacgao lipidica (ZWART et al., 1999), contudo, eles nao fazem parte
do escopo do presente trabalho.

O sangue total é constituido de elementos figurados que séo os eritrocitos, os
leucécitos e as plaquetas ou fatores da coagulagédo. O plasma constitui-se da parte
liguida do sangue separada das células sanguineas e o soro relaciona-se ao plasma
sem os fatores de coagulacgao, 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 sdo transportados e redistribuidos anti-oxidantes e
endobioticos modificados por agdo de ERO e ERN. O plasma humano é considerado
a amostra bioldgica unica, potencialmente mais informativa, ja que, obtida de um
individuo, pode descrever seu estado de saude no momento da coleta (JACOBS et
al., 2005). Pode ser obtido em larga escala, com uma quantidade relativamente
grande de proteinas (em mg), disponivel para estudo de numerosas condi¢des e
estados de saude (ANDERSON e ANDERSON, 2002).

A anadlise do balanco redox pode ser feita em soro, e/ou plasma e/ou
eritrécitos (hemacias).

O sistema anti-oxidante sanguineo € classificado em enzimatico e nao
enzimatico. O enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas anti-
oxidantes: a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutagao do anion radical
superoxido (02 ') a perdxido de hidrogénio (H20,) e O, (Equagao 4), a catalase
(CAT) que atua na decomposigao de H,O, a O, e H,O (Equacao 5) e a glutationa
peroxidase (GPx), que atua sobre perdxidos em geral, com utilizagdo de glutationa
como co-fator (Equagao 6).

O sistema anti-oxidante ndo enzimatico € formado por muitas substancias,
com destaque para a glutationa (GSH), principal composto anti-oxidante intracelular,

tocoferdis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, além de proteinas de transporte de
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metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte do cobre e reducdo do ferro para ser captado pela transferrina)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). Os metais de transicdo sdo potenciais
formadores de espécies reativas através da reagdo com outros compostos, uma vez
que tém facilidade em sofrer reagdes redox. Decorre, dai, a necessidade de serem

transportados associados a proteinas, impedindo que essas reagdes ocorram.

S.0.D.
2 02. + 2H+ H202 + 02 Equagéo 4
2H,0, cAtalase, 2H,0 + O, Equagdo 5
2 GSH + H,0, — GPx—» 2 H,O + GSSG Equacao 6

O sistema anti-oxidante enzimatico e a glutationa estdo presentes em maior
quantidade no meio intracelular (Figura 4), com utilizagdo do eritrocito para sua
analise. O sistema nao enzimatico esta, principalmente, no meio extracelular em
plasma e em soro, onde circulam importantes anti-oxidantes, a exemplo das
Vitaminas C, E, B-caroteno, etc, bem como biomarcadores do dano causado por
ERO e ERN e outros (Tabela 1), como o malondialdeido (MDA), e outros derivados
da peroxidacao lipidica das membranas celulares (Tabela 2).

As substancias envolvidas no bindbmio anti-oxidante — pré-oxidante
caracterizam o ambiente redox bioldgico e, podem ser quantificadas associando as
técnicas bioquimicas tradicionais, técnicas cromatograficas, espectrofotométricas e
eletroanaliticas (GHISELLI et al., 2000; POLIDORI et al., 2001; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002). Tal combinagado possibilita relacionar o balango redox
avaliado em individuos, com diferentes aspectos demograficos, clinicos e
nutricionais, surgindo assim uma importante ferramenta no estudo de fenbmenos
biolodgicos 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 analise de anti-oxidantes
isolados, uma vez que ha dificuldade em medir cada anti-oxidante isoladamente e
principalmente devido a interacdo que existe entre eles no plasma ou soro
(GHISELLI et al., 2000). Na analise da CAOT, leva-se em conta a agdo acumulativa
de todos os anti-oxidantes presentes; obtém-se, com ela, um parametro integrado,
capaz de revelar nuangas acerca do delicado equilibrio redox existente in vivo. A

medida de CAOT em plasma auxilia na avaliagdo dos fatores nutricionais,
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fisioldgicos e ambientais do estado redox em seres humanos (GHISELLI et al.,
2000). Por outro lado, a analise de anti-oxidantes ou marcadores de dano,
adequadamente escolhidos, isolados, pode facilitar a compreensdo do balango
redox especifico da situagdo em estudo, p.ex., o peroxinitrito (ONOO’) em doenga
vascular. Outro aspecto é a dualidade das informacdes obtidas: um aumento da
CAOT nao é, necessariamente, uma condigcdo desejavel (p.ex., verificado em
pacientes com insuficiéncia renal crénica), nem indesejavel, uma vez que pode
ocorrer quando ha uma diminuicdo na produgdo de ERO e ERN (p.ex., em ratos
submetidos a restricao caldrica) (PRIOR e CAO, 1999). O mesmo raciocino se aplica

a um marcador isolado.

1.5.1 Enzimas anti-oxidantes

1.5.1.1 Superéxido dismutase (SOD)

As principais formas de superoxido dismutases (EC 1.15.1.1), encontradas
em humanos sdo a Cu/ZnSOD localizada no citosol, lisossomas, nucleo, espaco
entre mitocondria e outras membranas internas da célula, a MnSOD localizada na
mitocondria (Figura 4) e a ECSOD localizada no espago extra celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002).

A maioria das analises de SOD é realizada, verificando-se a atividade de SOD
indiretamente, geralmente, por adicdo ao eritrocito do sistema xantina - xantina
oxidase (Figura 11) como fonte de O, e um composto que seja reduzido pelo O,
(THEROND et al., 2000; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002) como, por exemplo, o
2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT, C49H43CIIN5O2.x Hy O,
M.M. 505,7) (Figura 11). O O, " transfere um elétron ao INT (Figura 11) e produz
formazana detectada em espectrofotdmetro a 505 nm. A atividade da enzima é
medida a partir do grau de inibicdo da reacdo a que o eritrocito foi submetido e os
valores sdo expressos em unidades por grama de hemoglobina (U/g Hb). A inibigdo
da formagao do cromodgeno é proporcional a atividade de SOD presente na amostra.
Nessa técnica, uma inibicdo 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).
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de feniltetrazol
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Figura 11. Estruturas das substancias utilizadas para dosagem de SOD.

1.5.1.2 Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6), cujo grupo prostético € heme, esta localizada no
peroxissoma, a principal organela responsavel pela desintoxicagdo celular e pela
oxidagado de acidos graxos de cadeia longa, fonte inesgotavel de H,O,. A catalase
também ¢é encontrada nas mitocdndrias, apenas das células do tecido cardiaco
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).

Os dois caminhos mais utilizados para o estudo de sua atividade referem-se a
medida do decaimento na concentracdo de H;O, e da geragdo do oxigénio
(THEROND et al., 2000; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). A leitura do
decaimento de H,;O, é feita por espectrofotometria no ultravioleta a 240 nm. Os
valores de CAT também s&o expressos em unidades por grama de hemoglobina
(U/g Hb). Uma (1) unidade de CAT corresponde a atividade da enzima requerida

para o consumo de 1 umol de H,O, em 1 minuto (AEBI, 1984).
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1.5.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A familia de GPx (EC 1.11.1.19) catalisa a redugdo de HyO, e outros
peréxidos a agua ou alcool. Constitui-se de quatro (4) formas: GPx 1 ou classica,
encontrada no citosol de todas as células do corpo; GPx 2 ou gastrointestinal
especifica do trato gastrointestinal; GPx 3 ou plasmatica ou extracelular encontrada
no fluido do revestimento interno do pulm&o e no leite materno, além do plasma em
mamiferos e a GPx 4, que atua sobre peroxidos de acidos graxos nas membranas e
lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroperdxido timina formado como
consequéncia do ataque das espécies reativas na base timina do DNA (RAYMAN,
2000; CZUCZEIKO et al., 2003). A familia de GPx integra o grupo de
selenoproteinas, que tém como sitio ativo o selénio (Se), obtido da dieta ligado a
metionina em alimentos de origem vegetal (selenometionina) e ligado a cisteina em
alimentos de origem animal (selenocisteina), porém, existem enzimas glutationa
peroxidases ndo dependentes de selénio, discutida no item 1.5.1.5. O Se ¢é
reconhecidamente um nutriente anti-oxidante, com recomendag¢des de obtengao 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
proteinas e a selenocisteina € constituinte das selenoproteinas (selenocisteina é a
forma na estrutura primaria de todas as selenoproteinas, inclusive GPx) (BURK e
LEVANDER, 2002). Uma (1) unidade de GPx corresponde a atividade de enzima
necessaria para converter um (1) pmol de NAD(P)H a NADP* em 1 minuto. Como as
demais enzimas anti-oxidantes, os valores de GPx sdo 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 eritrocitos
consiste em adicionar ao lisado de hemacias, uma mistura contendo NAD(P)H, GSH,
GR, EDTA (agente quelante que tem também a funcdo de impedir a oxidacédo de
GSH a GSSG) e tampao fosfato. Uma aliquota da mistura é adicionada ao
hemolisado, mantido em banho-maria a 37 °C durante 1 minuto, sendo em seguida
adicionado H,O; ou hidroperdxido organico para iniciar a reagao (Figura 12), que é
acompanhada em espectrofotdmetro.

O método é similar aquele tradicional de MILLS (MILLS, 1957; MILLS e
RANDHAL 1958) que mede a velocidade de oxidagdo de GSH por H,0O, catalisada
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por GPx presente no hemolisado. O consumo de GSH é medido, mantendo em
concentragdes constantes a GR e o NAD(P)H que converte imediatamente a GSSG
produzida em GSH. Portanto, a analise de GPx pode ser feita adicionando-se GSH,
GR, NAD(P)H e um peroxido para dar inicio a reagcdo (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 + H,0, > H,O + GSSG > 2 GSH
AD(P)H + H* NADP”*
Figura 12. Ciclo de reagdes da glutationa (GSH)

utilizada para determinagao de glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), baseada na
conversdo de NAD(P)H a NADP" a 340 nm.

1.5.1.4 Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase (EC 1.6.4.2) € uma flavoproteina dependente de
NAD(P)H e da integridade da via das pentoses. E a enzima necessaria para a
manutencado da glutationa na sua forma reduzida e possivelmente para controlar o
estado redox de NADP em tecidos onde GSSG esta disponivel (PINTO e BARTLEY,
1969). A recuperacado de GSH por GR é uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protecao celular, pois baixas concentracbées de GSH estdo associadas
ao estresse oxidativo (SCHAFER e BUETTNER, 2001)

A anadlise de GR em eritrécito é feita utilizando técnicas espectrofotométricas,
em valores de absorvéncia de 340 nm quando o NAD(P)H é convertido a NADP”
(Figura 11). Uma (1) unidade de GR é definida como 1 umol 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 néo
dependente de selénio, esta envolvida no metabolismo de herbicidas, pesticidas e
xenobidticos em plantas e animais. Em animais, GST € responsavel pela
metabolizacdo de cloroférmio, nitratos organicos, bromobenzeno, aflatoxina, DDT,
naftaleno, paracetamol, etc. A presencga de tais xenobidticos em grande quantidade
pode diminuir a GSH hepatica, uma vez que a conjugagao com GSH é a primeira

etapa na desintoxicagdo de xenobioticos, catalisada pela GST, cujos produtos seréo
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excretados pela urina (os acidos mercapturicos). A GST substitui a atividade de
reducao de peroxidos de GPx, quando esta € insuficiente, como na deficiéncia de
selénio p. ex., embora ndo atue sobre H,O, (THEROND et al., 2000). A GSH através
da GST pode destoxificar aldeidos reativos como malondialdeido, gerados durante a
PL (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).

A analise de GST é feita utilizando técnicas espectrofotométricas semelhantes
a GPx e de GR em valores de absorbéancia de 340 nm quando o NAD(P)H é
convertido a NADP" (Figura 11), porém, sua determinagdo so6 pode feita em plasma,
uma vez que no eritrécito sdo encontradas apenas selenoproteinas, enquanto que
no plasma existe uma proporgéo de 80% de proteinas selénio dependentes e 20%
de proteinas selénio independentes (ABDALLA, 1993; BECKETT e HAYES, 1993;
ARMSTRONG, 1998; THEROND et al., 2000; KEDZIDORA-KORNATOWSKA et al.,
2004). O fato de GST néao atuar sobre H,O, e a sua delimitagdo, em plasma,
considerando o sangue como o fluido biolégico fonte para analise, permite otimizar
as condi¢des de determinacgao.

Conforme citado, a analise de enzimas anti-oxidantes, exceto GST é
comumente realizada em eritrécitos (ARMSTRONG, 1998; THEROND et al., 2000) o
que requer o hemograma ou eritrograma dos individuos estudados e aponta para a
adogao da unidade de enzima expressa em “unidade de enzima por grama de

hemoglobina”.

1.5.2 Sistema anti-oxidante nao enzimatico:

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 acido
urico e em compostos obtidos diretamente da dieta tais como vitaminas E, C e -

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

1.5.2.1 Glutationa

A Glutationa (GSH) (C1oH17N30sS, M.M. 307 g mol™) é um tripeptideo (L-y-
glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce fungbes essenciais na célula, destacando-se a

sua funcdo como cofator da familia de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em
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que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidagdo a
dissulfeto da glutationa (GSSG) (C20H32NgO12S2, M.M. 612,6 g/mol) (Figura 13). E
um tampao sulfidrilico que mantém os residuos cisteinila da hemoglobina e de
outras proteinas do eritrocito, no estado reduzido. A GSH € o unico tiol ndo proteico
presente em espécies aerébias e seu papel intracelular anti-oxidante inclui a
desintoxicacao de xenobidticos e de ERO. A falha nessa fungao resulta na formacéao
de meta-hemoglobina e consequente incapacidade do eritrocito em transportar
oxigénio, além de causar uma variagdo na forma do eritrocito impedindo a sua
passagem para 6rgaos vitais (SIES, 1999; ROVER JUNIOR et. al., 2001).

O preparo das amostras € muito importante para minimizar a atividade de v-
glutamil transpeptidase (que quebra ligagbes y-glutamilpeptideo de GSH), a redugéo
de GSSG por GR ou a oxidacdo de GSH. Muitos procedimentos sdo desenvolvidos
para inibir estas reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas: acidificagao, utilizando, por
exemplo, acido perclérico para inibir tanto a y-glutamil transpeptidase quanto a GR, e
o0 uso de quelantes como o acido etilenediaminotetracético (EDTA), que limita a
oxidacado de GSH (AKERBOOM e SIES, 1981).

L-Glutationa reduzida

NADP* Glutationa
Redutase

NADPH + H* (GR)

L-Glutationa oxidada
(GSSG)

Figura 13. Ciclo de Interconversio de glutationa

Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela acdo das
enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR). Fonte:
Extraido de ROVER JR et al., 2001.
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A concentracado de glutationa total (GSH + GSSG) pode ser medida usando
5’,5’-ditiobis-(2-acido nitrobenzéico) (DTNB, C14HsN20gS,, M.M. 396,3 g/mol) e GR.
A velocidade de redugédo de DTNB é verificada espectrofotometricamente a 412 nm,
comprimento de onda relativo a absor¢cao do produto reduzido, o acido 5-mercapto-
2-nitrobenzdico (TNB), ou sais correspondentes (Figura 14). O mesmo
procedimento pode ser utilizado para a determinagdo de GSSG acompanhando a
mudanga de absorvéncia em NAD(P)H a 340 nm. Entretanto a GSH deve ser
derivatizada com vinilpiridina, que ndo interfere na GR (THEROND et al., 2000) ou
como N-etiimaleimidina (NEM) (TIETZE, 1965; AKERBOOM e SIES, 1981;
ARMSTRONG, 1998). Uma outra forma de determinar a concentragao de glutationa
nas hemacias é descrita no trabalho de Calvo-Marzal e colaboradores (2004), onde
se utilizam eletrodos de pasta de carbono modificados com Tetratiofulvaleno —
Tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ).

COOH COOH COCH
OzN NO, O:N
2GSH + » GSSG +
§-S SH
DTNB- 5',5'-ditiobis-(2-acido nitrobenzaico) TNB- acido 5-tio-2-nitrobenzdico
(A)
GSH/GSSG
NAD(P)H + H" + DNTB > 2TNB + NADP’
GR

(B)

Figura 14. Reagbes usadas para detecgido de glutationa

(A) Reagao enzimatica DTNB [5’,5’-ditiobis-(2-acido nitrobenzdico)] e do produto da sua redugéo,
TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzéico), sob acdo de GSH , observado em A 412 nm. (B) Reag&o nado
enziméatica para detecgdo de NADP a 340 nm, ilustrado também nas Figura 12.

1.5.2.2 Razédo GSH/GSH + GSSG

O sistema glutationa GSSG/2GSH ¢é considerado o maior tampao redox
tiol/dissulfeto da célula, que atua utilizando o sistema NADP'/NAD(P)H. A
concentracdo de GSH é elevada no citosol (1 a 11 mM), nucleo (3 a 15 mM) e
mitocondria (5 a 11 mM), sendo o maior composto redox ativo presente nesses

compartimentos (VALKRO et al., 2006). O ambiente reduzido € necessario para as
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atividades fisiolégicas da célula, uma vez que GSH participa da desintoxicagao de
xenobidticos, é cofator de uma grande familia de glutationa peroxidases, e determina
o curso dos processos de proliferacdo e diferenciacédo celular. Qualquer desbalango
neste sistema esta diretamente relacionado a um estado patolégico, ainda que em
nivel molecular, ndo detectado clinicamente (THEROND 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 relagdo quantitativa entre
ambas, € mais adequado do que a dosagem isolada de GSH, uma vez que revela o
balanco redox.

A determinacdo simultdnea de GSSG e GSH pode ser feita em HPLC, em
cromatografia de troca iGnica com detecgao eletroquimica, sem derivatizagdo. Apos
desproteinizagdo da amostra e centrifugacéo, o sobrenadante € injetado no sistema
HPLC para separagdo de GSH e GSSG. Os dois analitos sdo quantificados em
funcdo do potencial aplicado na cela eletroquimica (eletrodo coulométrico) e a
corrente gerada pela reacdo redox é medida. A detecgdo coulométrica, além de
elevada sensibilidade (faixa de pmol), pode ser usada em uma matriz complexa,

sem necessidade de derivatizacao.

1.5.2.3 Coenzima Q (CoQ)

A Coenzima Qi (CoQ) ou Ubiquinona é o unico lipidio endogenamente
sintetizado através da via do mevalonato que apresenta fungao redox (TURUNEN et
al, 2004). E um AO que desempenha papel central na cadeia respiratéria
mitocondrial, na cadeia de transporte de elétrons extra-mitocdndrica, participa da
regulacdo da permeabilidade, diminui a oxidagdo de proteinas de membrana,
previne a oxidacdo do DNA e impede a disfuncdo endotelial, provavelmente, por
aumentar a disponibilidade de NO*. Sua forma anti-oxidante, o ubiquinol (CoQH>),
produto da redugcdo de CoQ inibe a iniciagdo e a propagagao da peroxidagao
lipidica, com consequiente impedimento da formagdo de ROQO® (radical peroxila) e
regenera a vitamina E do radical tocoferila (TANG et al., 2001; TURUNEN et al.,
2004).

CoQ ¢é transportada na circulagdo ligada a lipoproteinas, sendo 60%

associada com LDL, 25% com HDL e 15% com outras lipoproteinas. A atividade
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anti-oxidante de CoQH; depende ndo somente da sua concentragdo total, mas
também do seu estado redox, ou seja, da proporcdo de CoQH, em relacdo a CoQ
total (TURUNEN et al., 2004).

A ubiquinona tanto na forma reduzida (CoQH;), 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 apds a coleta. A leitura
é feita em HPLC com o plasma tratado com 1-propanol para dissociacdo de CoQ e
oToc da lipoproteina e com a adigao do analogo dietoxilado da CoQ, como padrao
interno. O sobrenadante é injetado diretamente na camara de injecdo do HPLC e
CoQH; e CoQ s&o determinadas (ARMSTRONG, 1998; THEROND et al., 2000).

1.5.2.4 Acido Urico

O acido urico (URHs3) deriva do metabolismo das purinas e € produzido pela
oxidagdo de hipoxantina e xantina pela xantina oxidase (XO) e xantina
desidrogenase (XD) (Figura 15). Na maioria das espécies, a enzima peroxissémica
urato-oxidase converte urato a alantoina, que depois € convertida a alantoato e
depois a gloxilato e uréia, todos, produtos mais soluveis em agua que o urato.
Entretanto, humanos e outros primatas ndo contém a urato-oxidase, dai o urato se
acumula no plasma e é excretado na urina. Em pH fisiolégico, o acido urico é
ionizado a urato (UrHy) comportando uma unica carga negativa (pKa 5,4). O urato
tem solubilidade limitada em agua e sua concentragdo encontra-se muito proxima do
seu limite de solubilidade (300 uM); por isso, o excesso na sua producdo leva a
formagdo de cristais, o que ocorre na gota, tratada com alopurinol, inibidor de
XO/XD. Oxidantes fortes tais como *OH, podem oxidar o anion urato (UrH,") ao
radical urato, que é ionizado (pKa 3,1), gerando o anion radical urato (UrH*). Esse é
estavel gracas ao fendmeno de ressonancia que permite a dispersdo de sua carga
negativa. O urato também reage com radicais peroxila (ROQO®) antes de o0 mesmo
penetrar a membrana celular e iniciar o dano e, com diéxido de nitrogénio (NO*),
para formar o anion nitroxila NOy™ e, por fim, atua como anti-oxidante através de sua
capacidade de quelar metais de transigao (Figura 15), (Equagao 7). O anion radical
urato (UrH*) pode reagir com ascorbato (AscH’), regenerando o urato (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002).
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Figura 15. Via metabélica de formagado e degradagido do Acido Urico.

Na maioria das espécies a enzima urato oxidase (UOx) converte acido urico a alantoina (via A) que,
por sua vez, é convertida a acido oxalico e uréia. Em humanos, devido a auséncia de UOx, o acido
urico é dissociado a urato em pH fisiolégico, o que favorece sua agdo anti-oxidante diante de um
radical (R*), formando assim o anion radical urato (via B) que podera ser reciclado por ascorbato
p.ex., a urato.

UrH® + AscH — UrH* + Asc® Equacgéo 7

O acido urico apresenta atividade anti-oxidante significativa e sua
concentragdo no plasma €& maior que a de outros anti-oxidantes tais como as
vitaminas C e E (POLIDORI et al., 2001).

A analise de urato pode ser feita em plasma ou em soro, de preferéncia

fresco, em heparina ou EDTA, pelo método enzimatico automatizado, utilizando kits
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para dosagem através da diminui¢gdo da absorbancia, apds tratamento com uricase.
O &acido urico, que absorve em 293 nm, ao ser convertido a alantoina pela uricase
apresenta diminuicdo na sua absorvéncia (BURTIS e ASHWOOQOD, 2002).

1.5.2.5 Vitamina E ou Tocoferol

O termo Vitamina E é a designacdo comum de duas diferentes familias de
compostos que ocorrem na natureza: os tocoferdis e os tocotriendis, que exibem,
qualitativamente, a atividade biolégica do a-tocoferol, que é o composto mais
potente e geralmente a forma predominante. Estruturalmente, tocoferdis e
tocotriendis diferem apenas na cadeia lateral e ambos se subdividem em «, B3, y € 9,
dependendo do numero e posi¢cdo do grupo metila no anel cromanol (THERIAULT et
al., 1999).

O tocoferol € o anti-oxidante lipossoluvel que atua ao bloquear a etapa de
propagacdo da peroxidagdo lipidica dos 4&cidos graxos polinsaturados das
membranas e lipoproteinas. Captura o radical peroxila (RO,") resultante, com
formagado do radical tocoferila, que sera 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 eritrécitos, por técnicas
cromatograficas, sendo a HPLC em fase reversa, a técnica de escolha, com sistema
de detecgao no ultravioleta, (cujo comprimento de onda dependera do solvente), por
espectrofluorimetria ou ainda por métodos eletroquimicos (THEROND et al., 2000).
Por ser lipofilico, o tocoferol requer uma etapa pré-analitica de extracdo com

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

1.5.2.6 Vitamina C ou Ascorbato

O acido ascérbico é essencial ao homem, pois ndo pode ser sintetizado a
partir da glicose que € o0 seu precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos
animais. Em sistemas biolégicos, em pH fisiolégico (7,4), 99,95% da vitamina C
(AsCHy>) encontra-se na forma de ascorbato (AscH ), que é a forma que atua como

anti-oxidante, ao doar um H® ou [H" + e7] para um radical (Figura 16). O ascorbato
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(AscH ) atua como anti-oxidante sobre ERO e ERN, em ambiente bioldgico aquoso,
resultando na formagéo do anion radical semi-desidroascorbato (Asc®), ou ascorbila,
pouco reativo. Atua eficientemente sobre o anion-radical superéxido (O °), o
peroxido de hidrogénio (H20;), o hipoclorito (CIO ), os radicais hidroxila ("OH) e
peroxila (ROQ®). O ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por
impedir a iniciagdo da peroxidagao lipidica ou, indiretamente, por regenerar a
vitamina E, que atua como anti-oxidante na face lipofilica da membrana (Figura 17).
Além disso, pode regenerar o anion radical urato a partir de urato fechando o ciclo
de atuagao anti-oxidante do mesmo, como, anteriormente, discutido (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002).

A deteccédo de vitamina C em plasma ou em soro requer precau¢ao, uma vez
que € um composto facilmente oxidavel. Uma vez que o ascorbato é facilmente
oxidavel em pH neutro (fisiolégico) ou em pH alcalino, é recomendavel a acidificacao
do plasma preferencialmente apds sua separagédo por centrifugacdo, adicionando
acido tricloroacético ou acido metafosforico ou acido oxalico isolado ou em
associacdo com acido tricloroacético. HPLC é a técnica mais comumente usada.
Recentemente KATEPE (2004), desenvolveu uma técnica para detecgcédo simultanea
de ascorbato e malondialdeido em soro humano utilizando HPLC com detec¢do no
UVv.
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Figura 16. Estrutura Quimica da Vitamina C e formas encontradas em pH
fisiolégico

(A) Estrutura quimica da vitamina C sob a forma de ascorbato (AscH ~ ). A seta indica o sitio de
oxidagao de AscH™. (B) Formas encontradas da vitamina C em pH fisiologico (7,4):

99,95% na forma AscH —, 0,05% na forma protonada de &cido ascérbico (AscH, ) e 0,004% como

didnion desidroascorbato (Ascz') .O ascorbato atua como anti-oxidante ao doar um atomo de
hidrogénio (H* ou H® + €, formando o anion-radical ascorbila (Asc” ). Fonte: Adaptado de

www.medicine.uiowa.edu/FRRB/virtualschool/virtual.htim.
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Figura 17. Agdo anti-oxidante das vitaminas E e C na peroxidacao lipidica
das membranas celulares

(a) Abstracao de H* do lipidio da membrana celular, devido ao ataque do radical X*. (b) Em presencga
de O,°, ocorre formacgao 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 PLA,; (Fosfolipase A;) GPx (Glutationa Peroxidase) PhGPx (Fosfoidrolipidio glutationa
peroxidase) em presenca de FA-CoA (Fatty Acyl -Acilgraxo — Coenzima A) podem reparar o dano ao
acido graxo. Fonte: Extraido de BUETTNER,1993.

1.5.2.7 B-Caroteno

Carotendides sdo pigmentos intensamente coloridos, lipossoluveis,
sintetizados por plantas e microrganismos, presentes em muitos alimentos,

particularmente frutas, vegetais e peixes. Existem mais de 600 tipos de carotendides
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e apenas 10% tém atividade pro-vitamina A, que é a capacidade de conversao dos
carotendides em retinol (DAVIES, 2000). As propriedades anti-oxidantes dos
carotendides estdo associadas com sua capacidade de capturar radicais e outras
espécies, oxigénio singlete, em baixas concentragbes e em baixa pressao parcial de
oxigénio, tais como aquelas da maioria dos tecidos sob condigdes fisioldgicas (EL-
AGAMEY, 2004), desativando oxigénio singlete ou sequestrando radical peroxila,
reduzindo assim a oxidacdo de DNA e lipidios das membranas celulares. No
entanto, as fungdes anti-oxidantes de carotendides, na prevengao de doencas nao
estéo definitivamente estabelecidas, com muita controvérsia na literatura.

O método mais comumente adotado para analisar carotendides em soro
humano € HPLC em fase reversa. Para tal analise, a amostra de sangue deve ser
coletada sem anticoagulante, uma vez que EDTA (acido etilenodiaminotetraacético),
oxalato e citrato reduzem a concentragdo de [-caroteno porque catalisam as
reagdes de isomerizagdo ou de oxidagao do mesmo. Além disso, todas as etapas
requerem protecdo contra a luz (THEROND et al., 2000). As proteinas devem ser
previamente desnaturadas por exposicdo ao acido perclorico; o B-caroteno é
subsequientemente extraido com mistura de acetato de etila — tetraidrofurano (1:1) e
nenhuma etapa de evaporagao € requerida. A separacédo € obtida usando eluicao
isocratica em uma coluna C1g com deteccédo em ultravioleta a 436 nm (NIRENBERG,
1985). A andlise pode ser feita com cada um dos tipos de carotendides ou em
termos da concentragao total de carotendides, que podem ser extraidos também
com solvente organico, geralmente hexano, e detectados medindo a absorvéncia a
453 nm (THEROND et al., 2000).

1.5.2.8 Proteinas de transporte de metais de transicao

Os cations Fe*" e Cu?* dos metais de transicdo Fe e Cu s&o essenciais ao
organismo humano para a sintese de muitas enzimas e proteinas envolvidas na
respiracao, transporte de O, formagao de 6xido nitrico e outras reacdes redox (p.
ex. oxidagado de adrenalina, noradrenalina e ascorbato). A sua habilidade para
transferéncia de elétrons os caracteriza como potentes pré-oxidantes uma vez que

tém o poder de converter H,O, em *OH (Tabela 1). Além disso, sdo potentes
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catalisadores de reacdes de auto-oxidacdo e decompdem perdxidos lipidicos a

radicais peroxila e alcoxila, muito reativos.

Esses cations podem ser dosados sob a forma livre, ou ligado a sua proteina
de transporte. Esta ultima forma é a mais adequada uma vez que 0s mesmos
circulam no plasma, em sua quase totalidade, ligados as proteinas transferrina e
ceruloplasmina, respectivamente (Figura 18) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).

1.5.2.8.1 Transferrina

A transferrina € uma betaglobulina sintetizada pelo figado, responsavel pelo
transporte de ferro no plasma. O Fe obtido da dieta pode ser Fe*" (férrico) ou Fe®*
(ferroso). Para entrar na célula duodenal é necessario que o Fe esteja na forma
reduzida. No interior do eritrécito é oxidado a Fe** (férrico) e depois reduzido a Fe*
(ferroso) para circular no plasma, inicialmente ligado a ceruloplasmina, que,
novamente, o oxida para que ele seja captado pela transferrina e dai transportado
para o figado para ser armazenado e distribuido 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 analise é feita por turbidimetria, com utilizacdo de Kkits
comerciais em espectrofotdmetro cuja leitura é feita a 37 °C em comprimento de
onda de 340 nm. A transferrina pode também ser medida indiretamente pelo calculo
que utiliza a Capacidade Total de Ligacdo do Ferro — CTLF (ou TIBC — Total Iron
Binding Capacity), que se refere a 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 apds precipitacdo da proteina. De posse de
tal valor calcula-se a transferina sérica (TS) a partir da formula (VASCONCELOS,
2003).

TS (mg/100 mL) = (0,8 x CTLF) — 43



44

1.5.2.8.2 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina ou ferroxidase | € uma ap-glicoproteina que transporta cerca
de 90% a 95% do cobre total no plasma (FOX et al., 1995). O Cu®* obtido da dieta, é
quelado pelo aminoéacido histidina e absorvido no duodeno. E transportado ao
figado ligado a albumina e la € incorporado na proteina ceruloplasmina. O cu?
ligado a ceruloplasmina é entdo distribuido para as células. Além do transporte de
Cu?*, a ceruloplasmina oxida Fe?" a Fe®*" para subsequente transferéncia do ferro

para a transferrina, dai a sinonimia de ferroxidase (Figura 18) (FOX et al.,1995).

A ceruloplasmina, entre outras proteinas, é alvo do ataque, do &acido
peroxinitroso (ONOOH), que existe em equilibrio com o ONOO™ (ONOOH, pKa=6,8),
portanto sob condigdes bioldégicas ambas as espécies estdo presentes e sua razao
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 determinacdo de ceruloplasmina humana esta baseada na reacéo entre esta
enzima como antigeno e o anti-soro especifico obtido em kits disponiveis no
mercado. O principio do método é a reagao antigeno (a enzima presente no soro)
com o anticorpo contido no kit. Essa reagdo da lugar a um complexo insoluvel
produzindo uma turbidez que pode ser lida espectrofotometricamente. Portanto, sua
analise é feita por imunoturbidimetria, a 37 °C, em soro fresco utilizando-se
espectrofotobmetro, 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 Avaliacao de dano oxidativo em componentes celulares

As macromoléculas reagem com ERO e ERN, com a produgdo de diversos
marcadores de dano oxidativo (Tabela 2), que podem ser identificados, em sangue
humano, entre outros fluidos bioldgicos. A presente revisao dara énfase a analise de

marcadores da peroxidacao lipidica com atencéo particular a MDA, marcadores de
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oxidagao de proteinas, com énfase em derivados contendo grupos carbonila e fara

um breve comentario de marcadores de espécies reativas de nitrogénio.

Cg-Hls /Cvu-albumma\‘ P Cu-Ceruloplasmina
Dieta Duodfno Plagma Figado Plasma Células
Fe*'/Fe**  Fe* PFe* »Fe®* Fe®* PFe™ Fe**
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Figura 18. (A): Resumo do metabolismo do cobre (Cu) e Ferro (Fe).

Cu é obtido da dieta ligado a histidina (HIS), absorvido e transportado ligado a albumina para
armazenamento no figado, aonde € incorporado a ceruloplasmina para circulagdo no plasma e
distribuicdo para as células. (B): Esquema do mecanismo de captacdo do Fe pela célula epitelial
duodenal, seu transporte para o plasma e atuagdo ferroxidase da ceruloplasmina (extraldo de
FAIRBANKS, 2003): Fe é obtido da dieta sob a forma Fe?* e Fe*". Este ultimo é reduzido a Fe** para
absorgdo, sendo oxidado e novamente reduzido no interior da célula duodenal e liberado para o
plasma através da paraferritina, aonde é captado pela ceruloplasmina (fungédo ferroxidase) e
novamente oxidado para captagéo pela transferrina e subsequente transporte para as células (A).

Conforme mencionado, ha um esforco mundial para validagdo de
biomarcadores de estresse oxidativo [KADIISKA et al., 2000; KADIISKA et al.,
2005(a); KADIISKA et al., 2005(b)]. No momento, no entanto, ndo ha consenso
sobre qual o método mais util, mais confiavel, mais acurado, ou especifico para os
diferentes tipos de dano oxidativo. Nao ha possibilidade, no momento de fazer a
comparacgao direta entre os métodos, usando amostras idénticas, dai, a extrema

dificuldade de obtencdo de valores de referéncia absolutos para marcadores
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especificos em sistemas vivos [KADIISKA et al., 2000; KADIISKA et al., 2005(a);
KADIISKA et al., 2005(b)]. Enquanto os trabalhos de sistematizagdo prosseguem, é
util conhecer os principais marcadores e os métodos mais utilizados para sua

quantificacao.

1.5.3.1 Marcadores de peroxidagao lipidica

A importancia do dano oxidativo causado por ERO e ERN em lipidios € motivo
de discussdes na busca do melhor marcador em fluidos biolégicos, uma vez que
produtos numerosos e complexos derivam da peroxidagao lipidica. Eles sé&o
classificados em primarios (os hidroperédxidos lipidicos) e os secundarios que

derivam da B-ruptura dos hidroperoxidos lipidicos (Figura 5).

1.5.3.1.1 Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido € um produto secundario da peroxidagao lipidica, derivado
da B-ruptura de endociclizagdo de acidos graxos polinsaturados com mais de duas
duplas ligagbes, tais como acido linoléico, araquidbnico e docosaexandico
(THEROND 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 atencéo da
peroxidacao lipidica durante muitos anos pelo fato de poder ser medido livre,
utilizando o acido tiobarbiturico (TBA). O MDA reage com TBA e forma um
cromégeno rosa fluorescente cuja absorgdo ocorre em 532 nm (THEROND et al.,
2000) (Figura 19). Considerando-se que o teste ndo é especifico para MDA, pois
outros aldeidos participam da mesma reagdo, a técnica utilizando HPLC com
deteccdo por UV, recentemente desenvolvida (KATEPE, 2004) em soro humano,
revela-se mais especifica. Nessa técnica, o soro é acidificado para liberar o MDA

ligado ao grupo amino de proteinas.
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Figura 19. Reacédo utilizada para detecgdo de Malondialdeido (MDA) em
plasma humano.

Ao plasma é adicionado acido tiobarbiturico (TBA), que reage com MDA e forma um cromdgeno que
absorve a 532 nm.

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

HNE é o produto majoritario da oxidagdo de acidos graxos polinsaturados.
Varias técnicas tém sido desenvolvidas para sua determinacdo em amostras
biolégicas, em sua forma livre, pois a recuperagao de HNE do plasma € muito baixa
e, como acontece com todos os aldeidos ha necessidade de sua derivatizagao para
analise em HPLC (GIAMMARIOLI et al., 1999; MCCALLL e FREI, 1999; THEROND
et al., 2000 ; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). A derivatizagdo com DNFH,
seguida de cromatografia em camada delgada e HPLC, com deteccédo por
espectrofotometria no UV, consome um tempo consideravel. Nesse sentido, foi
proposto um método utilizando cicloexanodiona, que forma um derivado que pode
ser detectado por fluorescéncia (YOSHINA et al., 1986). A seletividade do método
pode ser aumentada por utilizagdo de tetraidrofurano ao invés de cinco outros
solventes, porém a recuperacédo de HNE é muito baixa (cerca de 8%) (HOLLEY e
WALKER, 1993). Mais recentemente a quantificacdo de HNE em plasma passou a
ser realizada com pentafluorobenzil-hidroxilamina para formar o derivado
pentafluorobenziloxima, que é analisado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas com ionizagdo quimica negativa (GC/NICI-MS), usando
HNE deuterado como padrdo interno (THEROND et al., 2000). Neste método,
apesar de haver um aumento significativo na recuperagado de HNE do plasma (60 a
80% versus 8%), sua concentragdo permanece, ainda, mais baixa do a de outros
aldeidos marcadores de peroxidagao lipidica, devido, provavelmente, a ligagdo aos

grupos sulfidrila ou amina de proteinas (THEROND et al., 2000).
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1.5.3.1.3 Isoprostano (8-Epi Prostaglandina 2a, 8—epi-PGF3,)

O Isoprostano pertence a familia dos eicosandides de origem ndo enzimatica
e € produzido pela oxidagao do acido araquidonico. Inicialmente sao formados nos
fosfolipidios da membrana celular e depois liberados para os fluidos bioldgicos pela
fosfolipase (MCCALL e FREI, 1999; THEROND et al., 2000). Ao contrario do que
ocorre com os hidroperoxidos lipidicos (produtos primarios da PL), que se
decompdem rapidamente nos fluidos e tecidos humanos, F-Isoprostanos sao
produtos secundarios da peroxidagdo lipidica quimicamente estaveis, podendo
inclusive ser dosados na urina. Esta estabilidade € a razdo pela qual a sua
quantificacdo desperta interesse, com o aparecimento de muitos protocolos para sua
analise. Além disso, sdo produtos especificos da PL, estdo presentes em
quantidades detectaveis em todos os fluidos biolégicos e tecidos, sua formagéao
aumenta drasticamente em modelos animais de dano oxidativo, sua formagao é
modulada pelo estado anti-oxidante e seus niveis ndo s&o afetados pelo conteudo
de lipidios 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 anadlise de isoprostanos € a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo quimica negativa
(GC/NICI-MS), contudo, devido ao alto custo financeiro e operacional, os métodos
radiométricos e imunoldgicos sdao mais utilizados (GIAMMARIOLI, 1999; MCCALL e
FREI, 1999; THEROND et al., 2000).

1.5.3.2 Marcadores de oxidagao de proteinas

1.5.3.2.1 Grupos carbonila em proteinas

A modificacdo de proteinas pode ser induzida por ERO, por cations metalicos
(Fe**, Cu*), por endobisticos (GSH), por HOCI e HOBr, no processo da fagocitose,
por irradiagdo, por peréxidos lipidicos, por oxidorredutases, por farmacos, etc.)
(Tabela 2). Todos os aminoacidos sao susceptiveis a oxidagao, principalmente os
aromaticos, que sao os alvos preferidos de ataque. Existem, portanto, muitos

mecanismos para a oxidacao de proteinas, e, ao mesmo tempo, muitas substancias
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passiveis de tal modificagcdo (SHACTER, 2000; THEROND et al., 2000). A oxidacéo
direta de lisina, arginina, prolina e treonina produzem derivados carbonilicos (Figura
20). Alem disso, grupos carbonila podem ser introduzidos em proteinas via reagéo
com aldeidos derivados da peroxidagao lipidica (MDA, HNE) ou gerados a partir da
reacao de reducdo de acgucar (p.ex., glicose) ou produtos de sua oxidagdo com
residuos de lisina (reagdes de glicagao e de glicoxidacdo 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
glicagcao difere de glicosilagdo. Esta ultima constitui o processo pos-traducional
catalisado por enzimas. A glicagcdo é um processo nao enzimatico a que estao
sujeitas todas as proteinas e consiste de duas (2) etapas:

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

2) FL sofre desidratagao, rearranjo e ciclizagao seguida de reagao, que forma
os AGEs (Advanced Glycation End products) ou escurecimento ou reagao de
Maillard (SOBAL et al., 2000 ; MCCALL e FREI, 1999; FREI, 1995).

R4 —NH—CH—C0O—R» R4 —NH— CH—CO—R>

‘ ‘ NH,
7 [
\
. - NH
C‘3H2 Oxidag@o CH 7O|_N 2
CH, |
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Figura 20. Exemplos de formagdo de grupos carbonila por oxidagao de
aminoacidos.

Fonte: Adaptado de HALLIWELL, e GUTTERIDGE, 2002.

O conteudo carbonilico de proteinas € amplamente utilizado como marcador

de dano oxidativo em proteinas, sob condi¢cdes de estresse oxidativo. E necessario,
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porém, identificar a natureza do grupo carbonila, i. e., qual dos residuos de
aminoacido sofreu o dano? A ligacdo de certos aldeidos a proteinas (ex. MDA e
HNE) pode gerar carbonila por glicoxidagdo, de modo que a presenga de grupo
carbonila ndo é, necessariamente, indicativa de oxidagdo de aminoacidos (MCCALL
e FREI, 1999; SHACTER, 2000 ).

Ha diversas técnicas para medir a presenga de grupo carbonila em proteinas,
sendo imprescindivel uma preparagao adequada da amostra (LEVINE et al., 1990).
Por isso, tal analise em plasma humano requer uma exaustiva sequéncia de
procedimentos para separar as proteinas. O método mais conveniente é o
espectrofotométrico, baseado na reacdo de DNPH com o grupo carbonila que forma
a hidrazona da proteina, cuja leitura de absorvéncia 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 € nmol/g de proteina, por isso &€ necessario
quantificar a proteina total da amostra utilizando o método de BRADFORD (1976) ou

outros.
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Figura 21. Esquema da reacgédo de 2,4-dinitrofenilhidrazina -
DNPH com a proteina oxidada formando o complexo proteina - dinitrofenilhidrazona detectado em
370 nm.
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1.5.3.3 Marcadores de espécies reativas de nitrogénio (ERN)

O oxido nitrico (NO®) é rapidamente metabolizado a produtos estaveis, ou
seja, nitrito e nitrato, na maioria dos fluidos do corpo, inclusive no plasma. O método
de determinagdo mais comumente utilizado baseia-se na reacao de diazotagao
(método de Griess), especifico para nitrito e ndo detecta nitrato. O tratamento da
amostra com agentes redutores ou enzimas, gera o total de produtos em termos de
nitrito e nitrato, com detecgéo espectrofotométrica (THEROND et al., 2000). Outros
métodos tém sido desenvolvidos incluindo HPLC, eletroforese capilar e
cromatografia de troca ibnica com detecgdo no ultravioleta, desde que o soro ou
plasma estejam frescos. Existem diversas limitagdes para a determinagao 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 plasmaticos
sao dependentes da integridade renal. Assim, o real valor da sua determinagao
precisa ainda ser estabelecido (THEROND et al., 2000). A combinacéo de NO® com
outras ERO, gera reagentes que promovem a nitragdo das biomoléculas, incluindo
residuos de tirosina e tocoferol localizados nas membranas. A 3-nitrotirosina (3-NO,-
Tir) e o 5-y-nitrotocoferol constituem os biomarcadores da oxidagdo NO-dependente
de tecidos biologicos. Para ambos, HPLC com detecgao eletroquimica é a técnica de
escolha, pela sensibilidade e seletividade, pois € necessario separa-los de outros
produtos de oxidagado: 3,4-DOPA, 3-clorotirosina, 3,3’ditirosina, m-tirosina e o-
tirosina, no caso de 3-NO,-Tir; e de outras formas de tocoferol (y, o, ) no caso de 5-
y-nitrotocoferol (FREI, 1995; THEROND et al., 2000; HENSLEY et al., 2000).

1.5.4 Sobre a complexidade na determinagao de anti-oxidantes e marcadores

de espécies reativas e dano oxidativo

A determinagcdo de anti-oxidantes e marcadores de dano oxidativo com
aplicacgao clinica para diagnostico, com excegdes, como € o caso da ceruloplasmina
na doenga de Wilson, permanece em nivel de pesquisa, uma vez nao foi possivel
ainda, sequer determinar se o fendmeno oxidativo observado € causa ou

consequéncia da doenca.
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Como visto, muitos processos celulares dependem de o balango redox. As
substancias envolvidas no bindbmio anti-oxidante — pré-oxidante, que configura o
balango redox biolégico, podem ser quantificadas associando as técnicas
bioquimicas tradicionais, técnicas cromatograficas, espectrofotométricas e
eletroanaliticas, selecionadas observando critérios de sensibilidade, especificidade,
acuracidade, facilidade de manipulacao, rapidez, robustez, objetivo, tipo de amostra,
preco, repetibilidade, eficiéncia, entre outros. A determinacdo dessas substancias
revela-se de grande importancia, com grandes perspectivas de aplicagdo clinica
para diagnéstico de doencgas e do estado geral de saude do individuo. Além disso, o
entendimento dos mecanismos utilizados pelas células para a manutengcdo do
balango redox do meio €& fundamental na identificacdo de biomarcadores
representativos para a avaliacdo do nivel de estresse de diferentes individuos. Ha
interesse dos especialistas em ciéncias da saude, em ciéncias quimica e bioquimica,

em nutri¢ao, e, principalmente, do publico em geral.

Ha muita complexidade nas diversas areas envolvidas, muita informacao e
discussdo. O numero de artigos publicados quadruplicou na ultima década (HUANG
et al., 2005). O presente trabalho procurou citar os métodos de determinagao
analitica, mais conhecidos e utilizados, aplicados em sangue/ou plasma/ou soro

humano.

O conhecimento de todos esses aspectos, muito fluidos, algo ambiguos, no

presente momento, é necessario para a critica e aceitagcédo dos métodos vindouros.

A natureza unica do plasma humano, enquanto fonte ndo sé de proteinas
classicas ja utilizadas no diagnéstico de doencgas (em concentragbes de mg/mL),
mas em nivel de protedbmica (pg/mL até ng/mL), torna esse biofluido um desafiante
meio de investigacdo e aponta para o desenvolvimento de técnicas capazes de
identificar biomarcadores mais especificos (JACOBS et al., 2005), inclusive do
balango redox. Apesar de reconhecido que os testes de diagndstico in vitro,
contribuem em 94% com os registros de dados clinicos e influenciam em 60 a 70%
das decisdes clinicas (VITZTHUM et al., 2005) o seu uso em nivel de protedmica
ndo estd estabelecido e encontra-se em franco desenvolvimento. Ha enormes
desafios que impedem ou pelo menos dificultam a sua aplicacdo para descobrir
biomarcadores de maior sensibilidade e especificidade, entre outras caracteristicas

importantes (LABAER, 2005) para o fenbmeno que esta sendo investigado, e
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consequentemente a utilizacao destes dados para inferir estado redox de individuos
e para auxiliar em terapia anti-oxidante. Nao ha consenso. No momento, como
apresentado, a despeito do forte interesse, desenvolvimento e plausibilidade
bioldgica, a hipétese de ligacdo direta entre estresse oxidativo e doengas €, ainda,
de dificil comprovagdo, uma vez que ha inumeros fatores limitantes, tais como
procedimentos de coleta e armazenamento, a técnica analitica em si, em muitos
casos, de elevado custo e de dificil operacionalizacéo, a falta de uniformidade nas
unidades em que se exprimem os resultados, bem como os valores de referéncia, a
quantidade de fatores interferentes e principalmente questbes ligadas a variabilidade
genética. Apesar da listagem dos valores considerados normais ou de referéncia
(FREI, 1995; ARMSTRONG, 1998; SCHACTER, 2000; ABUJA e ALBERTINI, 2001;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), é util salientar que n&o existem ainda valores
de referéncia universalmente aceitos/adotados, uma vez que os proprios métodos de
analise e quantificacao, além de envolverem diferentes técnicas, estdo em processo
de desenvolvimento e aperfeicoamento. A validagdo dos métodos encontra-se em
curso, com utilizacdo do modelo murino de envenenamento por CCl; O
desenvolvimento de outros modelos € ainda, necessario para comparagao
[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 analiticos que possibilitem uma
avaliacdo de forma menos invasiva, sensivel, rapida e simples, com janelas de
detecgcdo cada vez menores, vem assumindo um papel relevante no avango da

investigacao.

Nesta dimensao, estaremos, provavelmente, em condigdes de relacionar o
balango redox avaliado em individuos, com diferentes aspectos demograficos,
clinicos e nutricionais, entender os mecanismos do estresse oxidativo, bem como de
prevenir ou minimizar os efeitos das doengas oriundas dos mesmos, realizando

diagnosticos 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 fendmenos fisiopatolégicos pro-
oxidantes discutidos anteriormente, deve-se considerar todos os fatores interferentes
tais como: idade, habitos de vida (consumo de alcool, pratica de exercicios fisicos,
tabagismo, etc), uso de medicagdes e suplementos vitaminico-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 especificos
(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 enzimatico, seja o ndo enzimatico, apresenta
uma estreita relacdo com o estado nutricional (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002),
uma vez que proteinas, vitaminas e minerais obtidos da dieta participam direta ou
indiretamente da sua formagéo e/ou atividade anti-oxidante no organismo humano
(Tabelas 4 e 5). Nesse sentido, sempre que possivel, é interessante verificar o
consumo de nutrientes com atividade anti-oxidante em individuos sob essa linha de

investigacao.

Na area das doengas cardiovasculares estudos epidemiolégicos e clinicos
tém estabelecido o papel protetor de uma dieta rica em frutas e vegetais, fonte de
carboidratos complexos, fibras, minerais e substancias anti-oxidantes como p. ex.
vitamina E, selénio e flavondides, e pobre em alimentos processados fontes de sal,

gorduras saturadas e trans-isomeéricas.

E o caso do Seven Countries Study, realizado em 1958, por Keys e
colaboradores que estudaram 12.763 individuos, durante 25 anos nos EUA, Japao,
Finlandia, Holanda, Italia, Grécia e antiga lugoslavia que deu origem ao conceito de
dieta mediterrénea, 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 sdo de protecao cardiovascular, em

caso de dieta rica em anti-oxidantes.
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alimentares
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anti-oxidante
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direta e fontes

Nutrientes Atividade anti-oxidante Fontes Alimentares

Vit C Eliminacdo direta de ERO e ERN; | Acerola, laranja, lim&o, caju, goiaba,
recicla o radical oc-tocoferila a o«- | vegetais frescos, etc.
tocoferol.

Vit E Protege LDL (lipoproteina de baixa | Oleos vegetais, castanhas,

densidade) e as membranas
celulares inibindo a peroxidagao
lipidica e interrrompendo a reagao
radicalar em cadeia.

amendoim, etc.

Carotendides

(B-caroteno)

Em baixas concentragdes de
oxigénio eliminam o oxigénio singleto
e sequestram radicais peroxila

Frutas e hortalicas de cor amarela —
alaranjada (cenoura, abdbora
manga, mamao); mostarda, couve,
agriao, batata doce, etc.

Flavonodides
e polifendis

Agente doador de H e elétrons aos
radicais livres e quelante de metais
de transicao.

Frutas e legumes em geral; couve,
cebola, grdao de bico, tomate,
azeitonas, cha verde, cha preto, soja,

castanha, chocolate, ameixa, maca,
laranja, limao, 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
multicéntrico (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 ndo hipertensos (326). Os resultados
mostraram que a dieta DASH reduziu tanto a pressao arterial sistélica (PAS), quanto
a diastolica (PAD), cujos valores em média foram de PAS em -5,5 mmHg e a PAD
em -3,0 mmHg, sendo tal redugdo entre os hipertensos de -11,4 mmHg e -5,5
mmHg, respectivamente. A dieta DASH é rica em frutas, vegetais (10 porgdes/dia) e
produtos lacteos, pobres em gorduras, inclui graos integrais, aves, peixes e
améndoas, tem pouca quantidade de carne vermelha, doces e bebidas adogadas, &
rica em K, Mg, Ca" e fibras, moderadamente rica em proteinas e pobre em

gorduras total e saturada e colesterol (SACKS et al., 2001).
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indireta e fontes

Nutrientes Funcao anti-oxidante Fontes Alimentares

Ferro Grupo prostético de catalase; | Carnes vermelhas e visceras;
previne hipoxia, hemoglobina e | Feijbes e vegetais (Fe néo
mioglobina heminico), etc.

Manganés Cofator de MnSOD Graos integrais, leguminosas, café e

chas instantaneos, etc.

Cobre Cofator de CuZnSOD e de | Figado, frutos do mar, castanhas,
ceruloplasmina; além do transporte | cacau, gréos integrais e gelatina, etc.
do Cu, atua como ferroxidase

Zinco Cofator de CuZnSOD e de | Carnes, aves peixes, camarao, ostra,
metalotioneina figado, graos integrais, cereais,

castanhas, legumes e tubérculos,
etc.

Magnésio Cofator na via pentose-fosfato Hortalicas, legumes, frutos do mar,

castanhas, cereais, leite, etc.

Proteinas Provisdo de aminoacidos para | Carnes, aves, peixes leite, queijos,

sintese de enzimas anti-oxidantes

ovos; leguminosas, etc.

Riboflavina ou
Vit B2

Forma coenzima flavina adenina
dinucleotideo (FAD). O fator FAD é
cofator da Glutationa Redutase

Leite e derivados e visceras como
figado e rins, etc.

Tiamina ou Requerida para a transcetolase na | Carnes magras, visceras (figado,
Vit. B via da pentose fosfato coragao e rins), gema de ovo e graos
) integrais, etc.
Selénio Cofator de glutationa peroxidase e | Castanha do Para, alho, atum,
outras selenoproteinas cebola brocolis, cereais integrais,
farelo de trigo, figado, frango, frutos
do mar, gema de ovo, leite, etc.
Nicotinamida Componente das coenzimas NAD+, | Carnes magras, aves e
Niaci NADP+, NADH, NAD(P)H, | peixes,visceras, levedura de cerveja,
iacina ou : . .
importantes no metabolismo | amendoim, etc.
ac Nicotinico ou | energético.

Vit. B3

ou Vit. PP

Ac. Félico ou | Minimiza os niveis de homocisteina | Visceras, feijdo, vegetais de folhas
Folacina ou plasmatica, cujos niveis elevados | verdes (espinafre, brécolis, etc)

Vit Be estdo relacionados a lesdo oxidativa

do endotélio vascular.

A importancia de frutas e vegetais na dieta cotidiana vem sendo defendida

pela OMS, através da Estratégia Global para Promogao da Alimentagdo Saudavel,

Atividade Fisica e Saude (2004), que incentiva os estados membros da OMS que a

apliguem de acordo com sua realidade, no sentido de prevenir e controlar as DCNT:

carie dentaria, obesidade, osteoporose, cancer, diabetes, doengas cardiovasculares
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e hipertensao arterial. O préprio MS/Brasil publicou, em 2005, o Guia Alimentar para
a Populagao Brasileira, voltado para técnicos da area de alimentagcado, nutricdo e
saude e para a populagdo leiga em geral, incentivando a adogdo de uma
alimentagdo saudavel, com alimentos regionais, onde orienta para o consumo de
pelo menos 6 porgdes/dia de frutas, legumes e verduras, além de 1 porgao/dia de
feijbes e do incentivo ao consumo de raizes e tubérculos, que precisa ser
universalmente resgatado, em todas as regides brasileiras (MS, 2005). Todos estes
alimentos sdo importantes fontes de nutrientes e substancias com atividade anti-
oxidante. Ainda, nesse sentido, no final de 2004, foram publicados os resultados do
Interheart Study, um estudo multicéntrico, envolvendo 262 centros de 52 paises dos
5 continentes, com 29.972 individuos, onde pacientes com infarto agudo do
miocardio (IAM) nas primeiras 24 horas foram pareados (idade e género) para
controles, cujos resultados foram que nove (9) fatores de risco explicaram mais de
90% do risco atribuivel para IAM: dislipidemia, tabagismo, HAS, diabetes, obesidade
androide, fatores psicossociais, baixo consumo de frutas e vegetais, consumo
elevadode alcool e inatividade fisica. Mais uma vez, verificou-se a associagao
positiva entre consumo de frutas e vegetais e protecao cardiovascular (YUSUF et al.,
2004).

Pelo exposto, o estudo da dieta de individuos sob investigacdo do fenébmeno
do estresse oxidativo e sua relacdo com a doenca € de extrema pertinéncia. A
correlagao dieta/ hipertensédo arterial foi tentada no presente trabalho, apesar da

série de problemas encontrados, que impossibilitaram conclusdes definitivas.

1.7 A interdisciplinaridade do estudo do estresse oxidativo

Outro aspecto que merece enfase é que o estudo do estresse oxidativo em
uma doenca multifatorial, por isso denominada sindrome, como a hipertensao
arterial sistémica primaria ou essencial tem despertado interesse crescente das mais
diversas areas do conhecimento, pois uma diversidade de fatores esta envolvida no
seu processo de causalidade, desenvolvimento e deteccdo. Nesse contexto de

complexidade, o desenvolvimento dessa pesquisa necessitou um ambiente
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interdisciplinar, dai, a presenca na equipe de quimicos, farmacéuticos, nutricionistas,

médicos cardiologistas e biofisicos.

Este estudo foi realizado com a participagdo de pesquisadores e alunos de
diferentes formacdes, envolveu varias instituicbes e abordou aspectos sociais,
clinicos, nutricionais, bioquimicos e quimicos relacionados a area de pesquisa do
estresse oxidativo. Foi desenvolvido no Programa de Pds-Graduagao em Quimica e
Biotecnologia, laboratério de eletroquimica da UFAL e abre uma nova linha de
pesquisa com a perspectiva de obtencdo de novos conhecimentos no estudo dos

marcadores de balanco redox.



Capitulo 2- OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o balango redox, em sangue, de portadores de hipertensao arterial
primaria, em comparacdo com controles normotensos, pela analise
quantitativa de biomarcadores de balango redox em sangue, utilizando
técnicas bioquimicas, cromatograficas e espectrofotométricas e verificar a

sua correlagao com dieta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o balango redox, em sangue, de hipertensos e normotensos,
através da quantificacdo dos biomarcadores SOD, CAT, GPx, GSH,
Vitamina C, transferrina, ceruloplasmina, MDA e grupos carbonila.
Verificar a associacdo entre biomarcadores de balangco redox e
hipertensédo arterial sistémica primaria, em populacdo da zona da mata
alagoana.

Investigar os habitos alimentares dos grupos controle e de estudo.
Verificar a existéncia de correlagcdo entre dieta e biomarcadores de
balanco redox em hipertensos.

Conhecer os niveis de ingestao alimentar de nutrientes relacionados com
o balango redox.

Analisar a adequacao dietética dos nutrientes selecionados.
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3.1 DELINEAMENTO

Estudo do tipo caso-controle, cuja estratégia de agao foi:
e Caracterizar individuos portadores de hipertensao arterial primaria;
e Caracterizar individuos normotensos;
¢ Avaliar o estado nutricional de hipertensos e normotensos;
¢ |dentificar o padrao alimentar da populagao em estudo;
e Verificar o consumo de nutrientes em individuos hipertensos e
normotensos;
e Relacionar os tipos de medicamentos anti-hipertensivos utilizados por
hipertensos em tratamento medicamentoso, e dentre esses, listar aqueles que
tém relacao direta com o estresse oxidativo;
e |Intervir, eventualmente, no padrdao estabelecido, no tocante,

principalmente a interferentes nas analises a serem efetuadas.

3.2 PROCESSO DE SELEGAO DOS INDIVIDUOS

3.2.1 Descrigao do grupo estudo

Constituido de individuos hipertensos. Foram avaliados 433 individuos
portadores de Hipertensao Arterial Sistémica — HAS, do municipio de Flexeiras — AL,
cadastrados no HIPERDIA/MS (Programa de Controle da Hipertenséo Arterial
Sistémica e Diabetes Mellitus do Ministério da Saude), acompanhados pelas equipes
do PSF (Programa de Saude da Familia) do municipio. Os individuos foram
recadastrados com as fichas do HIPERDIA (Anexo 1) em reunides agendadas com
as equipes dos PSFs (Apéndice 1), sendo orientados a comparecer em jejum, com
preparo adequado, para a coleta de sangue (Apéndice 2).

O recadastramento foi a primeira etapa do projeto de pesquisa para o SUS
(PPSUS/MS/CNPq/FAPEAL) em curso, “Habitos Alimentares e Estado Nutricional de
Hipertensos e Diabéticos. Uma Contribuicdo as Acdes de Controle de Fatores de
Risco Cardiovascular do HIPERDIA — MS do Municipio de Flexeiras — AL”

(Apéndice 3). Para tal, foi montada uma estrutura itinerante em microdnibus cedido
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pela prefeitura do municipio, para abranger a zona urbana e rural de Flexeiras em
atividades de campo ocorridas no periodo de janeiro a margco de 2005, com
equipamentos e materiais (balanga antropométrica eletrénica, aparelhos para aferir
pressao arterial, etc), e pessoal (estudantes de nutricdo, auxiliares de laboratério
para coleta de sangue, além de agentes de saude, médicos e enfermeiros dos
PSFs). Apbés a coleta de sangue, os pacientes recebiam um lanche, e eram
conduzidos para entrevista e avaliacdo antropométrica, mediante consentimento
livre e esclarecido (Apéndice 4). Ao mesmo tempo, logo apds a coleta, o sangue era
transportado para Maceidé para analise bioquimica (perfil lipidico, glicemia, uréia,
creatinina e acido urico) no LACEN (Laboratério Central de Alagoas), através de
parceria firmada entre o PPSUS e este laboratério, em transporte também cedido
pela prefeitura de Flexeiras.

Dos 433 individuos estudados no periodo de janeiro a mar¢o/2005, 24 (5,5%)
preencheram os critérios de selecao citados no item 3.2.3 e foram avaliados por
cardiologista no sentido de confirmar o diagnostico de HAS primaria. Desses, 20
(4,6%) completaram o protocolo e foram inseridos nesta pesquisa (Apéndice 5),
mediante termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 6).

Apos coleta e analise dos dados, foram incluidos, no presente estudo, os
pacientes para os quais a avaliagcao clinico-laboratorial atendeu aos critérios de

selecao listados a seguir (3.2.3).

3.2.2 Descricao do grupo controle

Constituido de individuos nao hipertensos denominados normotensos. Foram
estudados 63 individuos ndo portadores de Hipertensdo Arterial Sistémica,
voluntarios, do municipio de Flexeiras. Preencheram os mesmos critérios de selegéo
21/63 (33,33%). Todos foram submetidos a avaliagdo bioquimica (perfil lipidico e
glicemia) e avaliagado antropomeétrica, sendo excluidos 42/63 (66,66%).

Este grupo foi obtido aleatoriamente, via convite as pessoas da comunidade
para avaliacao bioquimica e antropométrica e subsequiente inclusdo na pesquisa. O
indice de recusa foi de cerca de 40%, devido, principalmente, ao preparo de quatro
(4) semanas antes da coleta de sangue para analise dos biomarcadores de balango

redox.
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3.2.3 Critérios de selegao

3.2.3.1 Critérios de inclusao

a) Portadores de HAS essencial ou primaria (segundo IV DBHA, 2002, e
mantidas na V DBHA, 2006), no caso do grupo estudo e nao portadores de
hipertens&o primaria, no caso do grupo controle;

b) Adultos: faixa etaria dos 40 aos 60 anos de idade;

c) Nao obesos (indice Massa Corporal - IMC < 30 Kg/m? e > 18,5 Kg/m?);

d) Nao diabéticos (sem diagndstico médico de Diabetes Mellitus e glicemia
de jejum < 100 mg/dL);

e) Nao hipercolesterolémicos (colesterol sérico < 200 mg/dL);

f) N&o fumantes;

g) Mulheres fora do periodo da menopausa; ndo gravidas e n&o lactantes;

h) N&o portadores de Doenga de Wilson, Doencga de Keshan e Kwashiorkor;
i) N&ao usuarios de alopurinol e probucol, medicamentos utilizados para

Hiperuricemia e hipercolesterolemia.

3.2.3.2 Fundamentacgao tedrica para os critérios de selegao

Foram excluidas condi¢cdes associadas ao estresse oxidativo e que

estivessem fora do foco deste estudo, descritas a seguir.

3.2.3.2.1 HAS secundaria

HAS secundaria envolve outros mecanismos fisiopatolégicos que nao eram

objeto de estudo nessa pesquisa.

3.2.3.2.2 Idade

Hipertensos com menos de 40 anos, frequentemente, sao portadores de HAS
secundaria e individuos idosos (> 60 anos) podem apresentar o sistema de defesa

antioxidante comprometido.
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3.2.3.2.3 Obesidade e Desnutricao

Sao dois extremos de ma nutricdo, que apresentam relagao indireta com o
estresse oxidativo (VIOLI et al., 2004; VENDEMIALE et al., 1999; ABUJA e
ALBERTINI, 2001): A possibilidade de individuos obesos apresentarem disturbios
metabdlicos tais como dislipidemias e hiperglicemia é maior do que entre os
individuos eutroéficos, e, entre individuos desnutridos é maior a freqliéncia de anemia
e de deficiéncia de proteinas, o que compromete o sistema de defesa anti-oxidante
(GUTTERIDGE, 1993).

3.2.3.2.4 Diabetes mellitus

Doenca cronica caracterizada por deficiéncia absoluta ou relativa de insulina,
cuja anormalidade metabdlica tipica é a hiperglicemia. A hiperglicemia promove o
estresse oxidativo e induz o dano vascular através de varias vias, incluindo a
formagdo de AGEs, com liberagdo direta de ERO (ABUJA e ALBERTINI, 2001;
VIOLI et al., 2004).

3.2.3.2.5 Hipercolesterolemia

O excesso de colesterol circulante no sangue esta associado com o aumento
do estresse oxidativo por promover a formagao de proteinas de farnesilagdo na
cascata de biossintese 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 inalagdo da fumaga do tabaco, destacando-se o
monoxido de carbono, estariam envolvidas na produgdo de espécies reativas
radicalares. Muitas substancias presentes no cigarro na forma gasosa, como NHjs,
CO, CO,, aldeidos volateis (acetaldeido, formaldeido, acroleina, etc), além de
alcatrao, de nicotina, de metais, entre outros, promovem o estresse oxidativo, por
diversas vias: (1) por causar dano direto, estimulando a peroxidagcao lipidica e
oxidando bases do DNA; (2) por reagir com GSH e modificar proteinas com grupos

SH e NH; (no caso dos aldeidos volateis); (3) por estimular o macréfago 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 diminuigdo do hormdnio sexual
feminino. O estrégeno inibe a peroxidagao lipidica in vitro, provavelmente por causa
do grupo OH que possui em seu anel fendlico, atuando como anti-oxidante
bloqueador da reacdo em cadeia, em uma via semelhante a da vitamina E
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; MIQUEL et al., 2005).

3.2.3.2.8 Gravidez e lactacao

Situagdes especiais que ndo eram objeto desse estudo.

3.2.3.2.9 Doenga de Wilson

Doenga causada por deficiéncia de ceruloplasmina no sangue e que, por
consequéncia, provoca toxicidade por excesso de cobre livre que passa a se
depositar no figado, rim, cérnea e cérebro causando tremores e dano, o que dificulta
a coordenacdo motora e promove progressivo retardo mental. O cobre, metal de
transicdo, em excesso, encontra-se na forma livre, devido a deficiéncia de
ceruloplasmina e favorece o estresse oxidativo, pela sua facilidade de tranferéncia
de elétrons ao oxigénio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002).

3.2.3.2.10 Doencga de Keshan

Doencga que evolui com inapeténcia e disritmia cardiaca, devido a deficiéncia
de selénio, condicdo na qual ndo ocorre a producéo de selenoproteinas (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 metabdlito oxipurinol tém potencial farmacoldgico

para proteger os tecidos do dano oxidativo em doencas 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 fisiolégicos xantina e hipoxantina, prevenindo,
portanto, a produgdo em excesso de acido urico (Figura 15). Seu metabdlito
oxipurinol (Figura 22) € um inibidor da xantina oxidase, formando um complexo
estavel que nao gera mais superoxido (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
modificagdo 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 € restrito, uma vez que também reduz o HDL em cerca de 15 a 20%
(111 DBD, 2001)

HO OH

N

(C)
Figura 22. Estruturas do probucol (A) alopurinol (B) e oxipurinol (C).

3.2.4 Amostra

Do total de 496 individuos estudados, foram selecionados e incluidos 41

(8,26%) individuos assim distribuidos:

e 20 individuos hipertensos do municipio de Flexeiras (HAS primaria), que

constituem o grupo estudo (GE);
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¢ 21 individuos nao hipertensos do municipio de Flexeiras, que constituem

o grupo controle (GC).

Uma vez preenchidos os critérios de selegao, os individuos foram convidados
para uma reunido no Hospital Universitario — UFAL, na qual foi apresentado o
protocolo da pesquisa, no sentido de reforcar a orientacdo individual prévia e a

importancia da colaboragao de todos no preparo e coleta de dados.

3.3 ASPECTOS ETICOS

O projeto desta pesquisa foi submetido e aprovado pelo comité de ética e
pesquisa da UFAL (CEPE - UFAL) (Apéndice 5) e todos os individuos foram
incluidos nesse estudo, mediante termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice 6). Todos os individuos incluidos tomaram ciéncia das etapas da
pesquisa individualmente e em reunido no auditério do HU-UFAL, como supracitado,

utilizando recurso de multimidia ilustrativo (Apéndice 7).

Ao término do estudo, os individuos estudados receberam os resultados dos
exames de sangue e antropométrico (Apéndice 8) e foram convidados a assistir a
apresentacao dos resultados da pesquisa, também no auditério do HU-UFAL, com a
utilizacado de recurso de multimidia ilustrativo (Apéndice 9). Os dados obtidos dos
inquéritos dietéticos serdo divulgados para os individuos em oficinas de educagao

nutricional, e em consultas de nutricdo que ja estdo em processo de agendamento.

3.4 PROTOCOLO DE INVESTIGAGAO

O protocolo de investigagcado consistiu em (1) avaliagao clinica, bioquimica e
antropométrica para a selegao (2) avaliagdo antropométrica e dietética para
caracterizagado da amostra selecionada e (3) avaliagao laboratorial do balango redox,
aqui estabelecido, através da quantificagdo de alguns biomarcadores em sangue
humano, sendo selecionados para este estudo as enzimas antioxidantes SOD, CAT

e GPx; ceruloplasmina e transferrina; GSH, acido urico e Vitamina C, e a pesquisa
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da presenga de grupos carbonila em proteinas e malondialdeido, como descrito a
seguir (3.4.3.4).

3.4.1 Avaliacgao clinica, bioquimica e antropomeétrica para a selegao

Foram obtidos dados de medida da pressédo arterial e dados clinicos de
selecdo (p.ex. glicemia vs nao diabetes, perfil lipidico vs nao hipercolesterolemia,
quadro clinico de menopausa, etc); medicamento anti-hipertensivo em uso e
posologia entre outros. Estes dados foram obtidos através de exame fisico e
anamnese e exames bioquimicos realizados por profissionais de saude (Médicos,
Enfermeiros, Nutricionistas e Auxiliares de Laboratério) e estudantes do curso de
Nutricdo — UFAL.

3.4.2 Avaliagao nutricional dietética e antropomeétrica para caracterizagao da

amostra selecionada

3.4.2.1 Avaliagao dietética

Foram aplicados, para cada individuo, 2 a 3 inquéritos dietéticos do tipo
Recordatério de 24 horas (R24H) (Apéndice 10), em entrevistas realizadas através
de visitas domiciliares (pelo menos um R24H) e via telefone, em dia util, sorteado
sem conhecimento prévio do entrevistador, nem do entrevistado. Foi utilizado para o
registro alimentar, albuns de fotografias de alimentos (ZABOTO, 1996), utensilios e
medidas caseiras.

As medidas caseiras foram transformadas em porgdes, quantidade em grama
(g) e volume em mililitro (mL), para subsequente analise de calorias e dos seguintes
nutrientes: carboidratos (CHOH)n, proteinas (Prot.) e lipidios (Lip.); vitaminas C e E;
minerais ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio (Se); eletrdlitos sdédio (Na) e
potassio (K), aléem de fibras. O critério adotado para sele¢cado dos nutrientes foi a sua
relagcdo com a hipertenséao [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 calculo dos nutrientes ingeridos utilizaram-se as tabelas de
composi¢ao quimica de alimentos abaixo relacionadas, sendo os nutrientes do grupo
| e V com o auxilio do software DietPro versao 4.0 Agromidia UFV (MG) e os dos
grupos Il, lll e 1V, através de calculo manual (Tabela 6).

Tabela 6. Grupos de nutrientes analisados e fontes de calculo de
composi¢gadao nutricional dos alimentos

Grupo | Nutrientes analisados Tabelas utilizadas (Referéncias)

I Energia, carboidratos, PINHEIRO et al. Tabela para Avaliagao de Consumo
proteinas, lipidios, ferro e Alimentar em Medidas Caseiras, 1996.
vitamina C

1 Cobre, zinco, sodio, potassio | Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos,
TACO. NEPA-UNICAMP, 2006.

11 Selénio FERREIRA et al. Concentracbes de selénio em
alimentos consumidos no Brasil. Rev. Panam. Salud
Publica/ Pan. Am. J. Public. Health, 2002.

v Vitamina E PHILIPI, S. T. Tabela de Composi¢cdao de Alimentos:
Suporte para Decisdo Nutricional, 2002.

V Fibras MENDEZ et al. Tabela de Composicao de Alimentos,
1995.

A ingestao dietética foi avaliada considerando a média dos dias de R24H e a
analise da adequacao da ingestao de nutrientes foi feita com base nas DRIs (Dietary
Reference Intake), propostas pelo IM/FNB (Institute of Medicine/ Food and Nutrition
Board) e para sédio e potassio também com base nas V DBHA (2006), cujos valores
estéo descritos na Tabela 7.

Quanto a avaliagdo da ingestdo de energia foi utilizada a EER (Estimated
Energy Requirement), através das equacbes ilustradas na Tabela 8, sendo a
distribuicdo caldrica dos macronutrientes avaliada através da AMDR (Acceptable
Macronutrient Distribution Range) (FNB, 2002), também ilustradas na Tabela 8.

Além da avaliagao da ingestdo de energia e nutrientes com base nas DRIs, foi
avaliada a ingestao média entre grupos (GE vs GC).

Em adicédo a analise quantitativa dos nutrientes citados, foi avaliado o numero
médio de porcdes de frutas, legumes e verduras consumidas e sua adequagao
frente ao recomendado, considerando o Guia Alimentar para a Populagao Brasileira
(MS, 2005), que estabelece na sua diretriz 3, o consumo diario de 3 porgdes de
frutas e 3 porcbes de legumes e verduras, como parte de uma alimentacao

saudavel.
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Tabela 7. Recomendagdes nutricionais e terapéuticas dos micronutrientes

analisados

Nutrientes DRI Recomendacgéo diaria e referéncia
utilizada
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 ug (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)
Selénio EAR Homens e mulheres 45 ug (IM/FNB, 2000)
Zinco EAR Homens 9,4 mg
Mulheres 6,8 mg (IM/FNB, 2000)
Saodio Al Homens 31 -50anos 1,5¢g
51-70anos 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)
Potassio Al Homens e mulheres 4,7 g
(IM/ ENB, 2004; V DBHA, 2006)
Fibra Al Homens 19 — 50 anos 38 g

>51anos 30 g
Mulheres 31 — 50 anos 25 g
> 51 anos 21 g (IM/ FNB, 2002)

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade media estimada)
Al: Adequade Intake (ingestdo adequada)

Os dados dietéticos foram coletados e analisados por nutricionista e

estudantes da Faculdade de Nutricdo — UFAL, previamente treinados (Apéndice

12).

Tabela 8. Necessidade estimada de energia para adultos e intervalo de
distribuicdo aceitavel dos macronutrientes

Sexo | EER: necessidade estimada de energia AMDR

M 662 - 9,53 X | + NAF X 15,91 X Peso (Kg) + 539,6 X Altura (m) | 45 - 65% (CHOH)n

F 354 - 3,91 X | + NAF X 9,36 X Peso (Kg) + 727 X Altura (m) | 10 - 35% Prot.

20 — 35% Lip.

EER = Estimated Energy Requirement, AMDR = Acceptable Macronutrient Distribution Range,
NAF = Nivel de Atividade Fisica (1,0 = sedentario)
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3.4.2.2 Avaliagao antropomeétrica

Os pacientes foram submetidos ao exame de bioimpedancia elétrica (BIA)
(Figura 23), com afericdo da circunferéncia da cintura (CC), no sentido de
complementar a avaliagao do estado nutricional obtida através do IMC (Indice de
massa corporal) na triagem: A CC para verificar adiposidade andréide (AA) ou
visceral e a BIA para avaliar a reserva de massa muscular, tecido adiposo e estado

de hidratacao do individuo.
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Clips are attached
to foil tab on
aelactrodes

DETECTING
ELECTRODE
Supenor linear bordar
must bisect the medial
rmiallpoius

DETECTING
ELECTRODE

Suparior lingar bonder
must bisect ulnar head

F-t
Elactroce

Top straight fine bomler Fed Clip
must cut in half the bump

on the litle finger side of

lop straight line border
must cut in half the bump
an tha Big 10e side of

the wrist igile

SIGMNAL
SIGMNAL
INTROOUCTION INTRODUCTION
ELECTRODE ELECTRODE
Is placed just behind ls_alqced Just behind the
il firger Electrode middhe s

Brack Clip g Vi s

Right Hand Right Faot

Had Lead Biack Lead

Subject Cable

Figura 23. Visualizagdo do posicionamento dos eletrodos para o exame de
bioimpedéancia elétrica em sistema tetrapolar.
Fonte: Extraido do manual Comp Corp RJL System Inc (EUA) modelo BIA 101A

No agendamento, os pacientes foram orientados quanto ao preparo preliminar
(Apéndice 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 mao),
conectados ao sistema de bioimpedancia Comp Corp RJL System Inc (EUA) modelo
BIA 101A (Figura 23).

A circunferéncia da cintura e as medidas de peso e altura foram aferidas, com

a utilizagao de fita métrica de fibra de vidro e balanga 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 Q2 =CC>88cme AA J =
CC > 102cm, e os dados de IMC segundo OMS (1995): Obesidade IMC > 30 Kg/m?
e Desnutricdo IMC <18,5 Kg/m? (VASCONCELOS, 2003). Os dados antropométricos
foram coletados por nutricionista e estudantes da Faculdade de Nutricdo — UFAL,

previamente treinados.

3.4.3 Avaliagao laboratorial do balango redox

3.4.3.1 Preparo dos pacientes para dosagem dos biomarcadores de balango

redox.

Os pacientes foram orientados a suspender, se em uso, medicamentos
interferentes como suplementos vitaminicos e minerais, paracetamol, dexametazona
e bebidas alcodlicas (Apéndice 11), 4 semanas antes da coleta de sangue, e, a

comparecer em jejum de 12 horas no dia da coleta.

Ao longo do més de preparo, os pacientes eram contactados através de
visitas domiciliares, agendamento de consultas ou via telefone, com o auxilio dos
agentes comunitarios de saude, no caso dos individuos de Flexeiras, no sentido de

assegurar a manutengao dos procedimentos de preparo.

3.4.3.1.1 Fundamentagdao para o preparo dos individuos para dosagem dos

biomarcadores de balango redox

3.4.3.1.1.1 Suspensao de suplementos vitaminicos e minerais

A utilizagcdo de suplementos vitaminicos e minerais representa um aporte
sobressalente de nutrientes antioxidantes, geralmente de dificil obtencéo através da
dieta cotidiana, o que constitue uma situagao artificial capaz de mascarar o ambiente
antioxidante real podendo reforgar o estado antioxidante (suplementagao de selénio,
por exemplo) ou estabelecer uma condi¢cao pré-oxidante (suplementagao de ferro,

por exemplo).
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3.4.3.1.1.2 Suspensao de paracetamol

O paracetamol (Figura 24), medicamento de efeito analgésico e antitérmico,
ao ser metabolizado é transformado no figado em acido mercapturico, que diminue a
concentragdo de GSH (ABDALLA, 1993); ele pode ser catabolizado por citocromo
P450, particularmente o (CYPE1), abundante na célula hepatica, cujos substratos
sdo xenobidticos (alcool, inseticidas, paracetamol, etc), e o produto, a isoforma
quinoneimina, pode ser atacada por proteinas com grupos SH (nucledfilos). O
paracetamol ou acetaminofeno pode ser catabolizado por glutationa S transferase
(GST), através da conjugacado com GSH. A GSH conjugada é excretada e os adutos
podem ser degradados e acetilados a sua forma conjugada de N-acetilcisteina (Ac.
Mercapturicos) que podem ser excretados na urina (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

2002). O paracetamol &, portanto, um farmaco com intensa atividade pré-oxidante.

3.4.3.1.1.3 Suspensao de dexametazona

A dexametazona (Figura 24) é um antiinflamatdrio corticosterdide que inibe a
fosfolipase A2, diminuindo a liberacdo de acido araquidénico, a formacao de
eicosandides e a producdo de interleucina 1 (IL-1), fator de ativagcdo do
plasminogénio (PAF), fator de necrose tumoral (TNFa) e do inibidor da 6xido nitrico
sintase (eNOS), por macrofagos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002), atuando

indiretamente como um antioxidante.

OH @) (”)
CCH,OH
HO CHs
N CHs | CHs 1 :
o \C/ N
(|)| (|)| O C1-2 insaturado(C)

(A) (B)

Figura 24. Estruturas do paracetamol (A), seu produto de oxidagédo (B) e da
dexametasona (C).
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3.4.3.1.1.4 Suspensao de bebidas alcodlicas

O éalcool induz o estresse oxidativo durante o seu metabolismo de diversas
formas: induzindo a enzima citocromo P450 a produzir mais O,", aumentando a
razdo NADH/NAD" pela maior atividade da enzima alcool desidrogenase, o que
favorece a reducdo de Fe** a Fe?*, envolvido na geracgdo de "OH a partir de H.O, e
diminuindo a biodisponibilidade de nutrientes, entre outras (McDONOUGH, 2003;
VENDEMIALE et al., 1999, HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002; MANTLE e
PREEDY, 1999; JORDAO JUNIOR, 1998; PAPAS, 1996).

3.4.3.2 Coleta e tratamento das amostras de sangue

Os pacientes de Flexeiras foram conduzidos a Maceié em grupos, em
transporte coletivo cedido pela Prefeitura Municipal de Flexeiras (Flexeiras - Maceio)
e pela UFAL (Macei6 — Flexeiras).

A coleta foi realizada em 2 semanas no laboratorio de analises clinicas do
HU/UFAL por auxiliares de laboratério, utilizando cadeiras de coleta, garrotes e
agulhas com tubo de ensaio a vacuo (Vacutainer ), conforme procedimento padréo
para coleta de sangue. Na 12 semana, de 10/05 a 13/05/2005 e na 2% semana de 18
a 23/08/2005.

ApOs a coleta, os pacientes foram conduzidos ao refeitério do HU/UFAL para
o desjejum e, em seguida, conduzidos ao seu local de origem.

Foram colhidos 20 mL de sangue em trés tubos, sendo: 10 mL em heparina
para as analises das enzimas antioxidantes e carbonila; 5 mL em EDTA para analise
do hemograma e 5 mL, sem anticoagulante, para analise de transferrina, acido urico,
ceruloplasmina e MDA, segundo fluxo de analise (Apéndice 13).

O sangue heparinizado e o0 sangue sem anticoagulante foram centrifugados a
3000 rpm, durante 5 minutos a 1569 xg (for¢ca centrifuga, assim representada em
vezes por grama) e, as aliquotas de soro, plasma e hemacias colhidas em ftriplicata,
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 apds aliquotagem das amostras, as mesmas foram armazenadas na
soroteca do laboratério do HU/UFAL, a -20 °C, para as analises bioquimicas e no
Laboratério de Imunogenética do HEMOAL (Hemocentro de Alagoas), até o seu
transporte para o Laboratério de Estresse Oxidativo, Depto. de Biofisica da UFRGS
para as analises dos antioxidantes e marcadores de ambiente redox.

As aliquotas de hemacias, soro e plasma foram transportadas para a UFRGS

acondicionadas em gelo seco e la mantidas a -80 °C, até a analise.

3.4.3.4 Analises das amostras

3.4.3.4.1 Analises bioquimicas e hemograma

As analises bioquimicas e os hemogramas foram realizados no laborat6rio do
HU/UFAL. A analise de transferrina foi realizada através do método colorimétrico
manual e de ceruloplasmina através do método enzimatico manual como descrito no
item 3.5. O acido urico e as analises complementares da Capacidade Total de
Ligac&do Ferro (CTLF), foram quantificados em soro fresco, pelo método enzimatico
automatizado de quimica clinica, Dimension® dade Behring.

A leitura do hemograma foi feita em sangue fresco, coletado em EDTA,
imediatamente apds a coleta, pela hematologista do laboratério, através de
metodologia automatizada no autoanalisador hematolégico modelo STKS Colter
(EUA), para obtengcdo dos valores individuais de concentragdo da hemoglobina
(g/dL), para subsequente utilizacdo nos calculos das enzimas antioxidantes, cujas

unidades sédo expressas em unidades por grama de hemoglobina.

3.4.3.4.2 Analises cromatograficas e espectrofotométricas

Para estas analises, realizadas na Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), nos Departamentos de Quimica e de Biofisica, foram utilizadas
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) e espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-VIS), técnica de

deteccdo de todas as analises. Um protocolo de analise foi elaborado, baseado em
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estudo da literatura e em ensaios-piloto, resultando em um manual com as técnicas
de analises aplicadas.

Enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx), antioxidantes de baixa massa
molecular (GSH e Vit C) e marcadores de estresse oxidativo (carbonila e MDA)

foram, entéo, quantificados como descrito a seguir (3.5, 3.6).

3.5 PROTOCOLOS EMPREGADOS PARA AS ANALISES BIOQUIMICAS

3.5.1 Protocolo para anadlise de Transferrina (TRF)

3.5.1.1 Material de analise

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Apds 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 analise, a ser realizada em 20 dias, no

maximo.

3.5.1.2 Reagentes e equipamentos

Kit Spinreact: Diluente (R1), anticorpo (R2) e o calibrador PROT CAL.
NaCl 9 g/dL

Espectrofotdmetro Bio-plus Bio 2000 com cubeta de quartzo de 1 cm

3.5.1.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos

A quantificagdo de TRF é feita por turbidimetria, pois os anticorpos anti-TRF
formam compostos insoluveis com a TRF da amostra do paciente, ocasionando uma
mudancga de absorvéncia proporcional a concentragdo de TRF, na amostra que pode
ser quantificada por comparagdo com o calibrador de TRF de concentragao
conhecida.

Os dados brutos de absorvéncia obtidos em 1 minuto e em 2 minutos séo

subtraidos (Aimin - Aomin ) € @ concentracdo de TRF da amostra é calculada pela
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interpolagcao dessa diferenca na curva de calibracdo. Os resultados obtidos sao
expressos em mg/dL (valores de referéncia, Tabela 9).

A TRF foi também quantificada pelo método indireto, através do calculo da
CTLF e os valores obtidos foram muito préximos. Os resultados aqui apresentados

sdo do método direto de analise.

3.5.2 Protocolo para analise de Ceruloplasmina (CER)

3.5.2.1 Material de analise

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Apés 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: solugdo tampéo (R1), anticorpo anticeruloplasmina (R2) e o
calibrador NaCl 9 g/dL
Espectrofotdmetro Quick-Lab Drak (A 340 nm, 37°, cubeta de quartzo de

1cm).

3.5.2.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos

A quantificaggo de CER ¢é feita pelo mesmo principio da TRF, por
imunoturbidimetria, uma vez que é baseada na reagédo antigeno-anticorpo, entre a
ceruloplasmina como antigeno e o anticorpo anti-CER do Kkit.

Os dados brutos de absorvéncia obtidos de cada amostra sédo calculados pela
interpolagcao desta diferenga na curva de calibragdo. Os resultados obtidos sao

expressos em mg/dL (valores de referéncia, Tabela 9).
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3.6 PROTOCOLOS EMPREGADOS PARA A REALIZAGAO DAS TECNICAS
CROMATOGRAFICAS E ESPECTROFOTOMETRICAS

3.6.1 Protocolo para analise simultanea de ascorbato e malondialdeido por
HPLC (CLAE) com detecgcao em ultravioleta, em soro humano, segundo
KATEPE, 2004

3.6.1.1 Material de analise

Soro humano coletado em sistema Vacutainer®. Apds coleta, o sangue foi

centrifugado, o soro separado e armazenado a - 80° C, até a analise realizada cerca

de 1 més depois.

3.6.1.2 Reagentes e equipamentos

Acido Perclérico 70% (PM: 100,47 g/mol) 0,1 M (Carlos Erba);

Agua destilada;

Fosfato de Potassio monobasico 30 mM, pH 3,6;

Metanol HPLC Grau A 452-4 UM 1230 Fischer Scientific F, classe 1B;
Centrifuga para tubo falcon;

Bomba a vacuo PRIMAR,;

HPLC SPD — 10 A Shimadzu com detector no UV-visivel em coluna C18,
SUPELCO, SUPELCOSIL, LC-18-DB, 1 cm x4 m, 5 um.

3.6.1.3 Procedimento para analise em HPLC-UV

As analises foram realizadas no Depto de Quimica da UFRGS, no laboratério
da Profa Maria do Carmo Roaro Peralba, em HPLC, com detector UV-visivel.

A fase movel foi 990:10 mL (v/v) 30 mM Fosfato de Potassio monobasico (pH
3,6) — metanol (1% de metanol em tampao fosfato monobasico), 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 injecao foi de
2,0 mL. O tempo de retencao do acido ascorbico e do malondialdeido foram de 1,85

minutos e 2,70 minutos, respectivamente.

3.6.1.4 Comentarios sobre o método e tratamento dos dados brutos obtidos

Acido Ascérbico e Malondialdeido (MDA) sdo dois parametros importantes
para medir o balango redox em sistemas biolégicos: A vitamina C é um potente
antioxidante intra e extracelular, que atua como capturador de anion-radical
superoxido, radicais hidroperoxido e peroxila; reage com hipoclorito e oxigénio
simpleto, além de regenerar a vitamina E, quando essa atua como antioxidante,
entre outras fungdes. O malondialdeido (MDA), por sua vez, € um marcador de dano
oxidativo, pois deriva da cascata da peroxidacao lipidica da membrana celular.

O método de determinacéo simultanea de Acido Ascérbico e MDA por HPLC,
recentemente desenvolvido por KATEPE (2004), apresenta as vantagens de ser
rapido, simples, de facil execugcdo e requer pouco material, uma vez que a
determinacdo e quantificagcdo de tais substdncias sao feitas sob as mesmas
condicdes analiticas.

Os dados brutos obtidos (areas dos picos) sdo divididos pelo valor de R? mais
proximo de 1 na curva de regressao linear da area versus concentragdo dos padroes
e multiplicados pelo fator de diluicdo. Os valores finais das variaveis foram

expressos em mmol/L (Valores de referéncia adotados, Tabela 9).

3.6.2 Protocolo para determinagao da atividade da Catalase (CAT) em sangue
humano, adaptado de AEBI, 1984 (Apéndice 14).

3.6.2.1 Material de analise

Papa de hemacias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema
Vacutainer®. Ap6s coleta, o sangue foi centrifugado e as hemacias separadas e

armazenadas a - 80° C até a analise, realizada cerca de 1 més 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: Tampéao Fosfato, 50 mM (pH 7,0);

Etanol a 2%;

H202 300 Mm;

Espectrofotdbmetro 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
funcdo de dismutar perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Tal analise é
realizada seja através de decaimento de H,O,, seja através do aparecimento de O,.
Neste experimento verificou-se a leitura do decaimento do H;O, em
espectrofotbmetro no ultravioleta a 240 nm. Os valores brutos obtidos em Aa
(delta/min) foram corrigidos por um fator de correcdo de queda da atividade por
diluicdo do hemolisado (AEBI, 1984), divididos pela absortividade molar de H,O; a
240 nm (g 0,0394 L mmol‘1mm'1) e, divididos pela concentragdo de hemoglobina de
cada individuo e expressos em KU/gHb (constante de reagdo de 12 ordem, K
relacionada a unidade de enzima por grama de hemoglobina), cujos resultados

foram também comparados com valores de referéncia (Tabela 9).

3.6.3 Protocolo para determinagao da atividade da Glutationa peroxidase (GPx)
em sangue humano, adaptado de PAGLIA e VALENTINE, 1967 (Apéndice 11).

3.6.3.1 Material de analise

Papa de hemacias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema
Vacutainer®. Ap6s coleta, o sangue foi centrifugado e as hemdacias separadas e

armazenadas a - 80° C até a analise, realizada cerca de 1 més 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: Tampéao Fosfato 100 mM (pH 7,0);

Etanol a 2% ;

NAD(P)H (PM: 905,5 g/mol) 0,15 mM Tetrasodium Salt aprox 98%, Acros
Organics;

GSH (PM: 303,7g/mol): Glutationa reduzida, (y-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 uL;

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 uL), EDTA
(20 mL) e TF (20 mL). Manter em frasco coberto com papel aluminio (volume final
80,3 mL).

TBOOH: Hidroperoxido de terc-butila;

Banho maria;

Espectrofotdmetro 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 peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos alquililicos em agua e
alcool, respectivamente. O método mais utilizado estad baseado na medida de GSSG
usando GR e NAD(P)H. GSSG é imediatamente convertida a GSH com oxidacao de
NAD(P)H a NADP" e a absorvéncia é medida a 340 nm relativa & absorvéncia de
NAD(P)H.

Os valores brutos obtidos em delta/min foram divididos pela absortividade
molar de NAD(P)H a 340 nm (¢ 6,22 x 10> M'ecm™), corrigida pelo fator de diluicdo da
técnica, divididos pela concentracédo de hemoglobina de cada individuo e expressos
em U/gHb (unidade de enzima por grama de hemoglobina ) (valores de referéncia,
Tabela 9).
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3.6.4 Protocolo para determinacao da Glutationa (GSH) em sangue humano,
adaptado de AKERBOOM e SIES, 1981 (Apéndice 14).

3.6.4.1 Material de analise

Papa de hemacias, obtida de sangue coletado com heparina em sistema
Vacutainer®. Ap6s coleta, o sangue foi centrifugado e as hemdacias separadas e

armazenadas a - 80° C até a analise, realizada cerca de 1 més 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: Tampéao 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-acido nitrobenzoico). Sigma Chemical Company, St
Louis, MO, USA;

NAD(P)H Tetrasodium Salt aprox 98%, pm 905,5 g/mol, Acrés Organics;

GR Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2) Sigma Aldrich, G. 36641, Steinheim,
Germany, 500 units, 1U: 1 uL;

Centrifuga;

Espectrofotdbmetro FEMTO 700plus com cubeta de quartzo de 1 mL.

3.6.4.3 Fundamento do método e tratamento dos dados brutos

A concentragao de Glutationa total (GSH + GSSG) pode ser medida, usando-
se 5,5'-ditiobis-(2-acido nitrobenzdéico) e GR. A velocidade de reducédo de 5°,5'-
ditiobis-(2-acido nitrobenzdéico) — DTNB é verificada espectrofotometricamente, a 412
nm, comprimento de onda em que é formado 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB).

Os dados brutos de absorvéncia obtidos s&o subtraidos (amostra - branco),

multiplicados pelo fator de diluigdo da técnica e divididos pela absortividade molar de
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TNB a 412 nm (¢ 13600 M'em™), divididos pela concentracdo de hemoglobina de

cada individuo e expressos em U/gHb (Valores de referéncia, Tabela 9).

3.6.5 Protocolo para determinacao da atividade da Superéxido Dismutase
(SOD) em sangue humano, seguindo o procedimento do kit RANDOX Ransod
(Apéndice 15).

3.6.5.1 Material de analise

Papa de hemacias, obtida de sangue coletado com heparina, em sistema
Vacutainer®. Ap6s coleta, o sangue foi centrifugado e as hemacias 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: Tampéao 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) Tampao, (3) Xantina oxidase e (4) Padrao;
Diluente de amostra (ndo incluso no kit);

Centrifuga;

Espectrofotdbmetro ESPECTRAMAX 250.

3.6.5.3 Procedimento para leitura de SOD em espectrofotometro

Coloca-se a placa no espectrofotbmetro em temperatura de 37 °C por 5
minutos. Retirar do equipamento e, em seguida, pipetar imediatamnte 25 uL de XO
em todos os pocinhos, inclusive no branco e nos padroes 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 anion superdxido, o qual ird 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 absorvéncia obtidos em 1 minuto e em 4 minutos s&o
subtraidos (Aimin - A4min), corrigidos por um fator de diluicdo, aplicado a % de
inibicdo, conforme instrugdes do kit, divididos pela concentracdo de hemoglobina de

cada individuo e expressos em U/gHb. Valores de referéncia, Tabela 9.

3.6.6 Protocolo para identificagdo da presenga de grupo carbonila em plasma
humano, adaptado de LEVINE et al., 1990 (Apéndice 16).

3.6.6.1 Material de analise

Plasma obtido de sangue coletado com heparina em sistema Vacutainer®.
Apos coleta, o sangue foi centrifugado e o plasma separado e armazenado a -80 °C

até a analise, realizada cerca de 1 més depois.

3.6.6.2 Reagentes e equipamentos

PMSF (pm: 174,20): Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma Chemical
Company, St Louis, MO USA);

TF: Tampao Fosfato 20 mM;

TCA: Acido Tricloroacético a 10% (TCA PA Merck, Alemanha). Dissolver 50g
de TCA em 100 mL de agua MilliQ;

2,4 DNPH (MM: 198,1): Dinitrofenil-hidrazina (Sigma Aldrich, Alemanha), 10
mM em 2 M HCI. Colocar 0,03962 g de DNPH em 20 mL de HCI 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 tampéao
fosfato 20 mM. Ajustar o pH com TCA para 2,3;

Etanol: Acetato de etila (1:1) 1,0 mL;

NaOH: Hidréxido de sodio 0,2 M;
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Centifuga;
Vortex;
Espectrofotdmetro ESPECTRAMAX 250.

3.6.6.3 Fundamento do método e tratamento dos dados

Esse € o método mais utilizado para determinar proteina carbonilada em
plasma.

Os grupos carbonila em proteinas sdo formados pela oxidagdo dos
aminoacidos lisina, prolina, arginina e treonina.

Os dados brutos de absorvéncia obtidos sdo subtraidos (amostra - branco) e
sdo divididos pela absortividade molar dos grupos carbonila a 360 nm (e carbonila
22000 M cm'1), corrigida pelo fator de diluicdo da técnica, e expressos em nmol/g

proteina (valores de referéncia, Tabela 9).

3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados numéricos finais, obtidos apds calculos primarios de cada variavel,
sejam de caracterizagdo da populacao estudada, sejam de estudo dietético, ou
ainda de estudo do balanco redox, foram dispostos em planilha do Excel® e

submetidos a analise de consisténcia.

Os dados de caracterizacdo da populacdo estido apresentados em média,
desvio padrao no caso das variaveis continuas (sendo também em mediana para os
micronutrientes da dieta e biomarcadores de balango redox) e em numero e
percentual nos seus respectivos pontos de corte, no caso das variaveis discretas.
Utilizou-se o programa Microcal ORIGIN versdo 6.0 para a apresentagdo dos

resultados dos biomarcadores em grafico.

Os testes estatisticos foram aplicados utilizando-se o programa SPSS

(Statistical Package for Social Sciences), versao 11.0.

A analise estatistica foi realizada aplicando-se, inicialmente, o teste de

Kolmogorov-Smirnov, para verificar a distribuicdo gaussiana. Para comparagao entre
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os grupos, foi feito o teste t de Student para as variaveis com distribuicdo normal e o

teste de Mann-Whitney para as variaveis, com distribuicdo assimétrica.

Tabela 9. Valores de

balan¢o redox estudados

referéncia adotados para os biomarcadores de

Biomarcadores | Valores de | Fontes Justificativa
Estudados referéncia
Adotados
SOD (U/gHb) 1102 - 1601 Kit Ransod Randox Kit utilizado
CAT (KU/gHb) 130,36 - 192,27 ANDERSEN et al., Clin | Técnica utilizada
Chem, 43: 562, 1997.
118,8 - 292 BOGDANSKA et al,
Bratisl Lek Listy, 104:
108, 2003.
GPx (U/gHb) 30-44 ARMSTRONG, Free Rad | Técnica utilizada
Antiox Protocol, 1998.
86,32 - 165,55 ANDERSEN et al., Clin
Chem, 43: 562, 1997.
28,1-74,9 BOGDANSKA et al.,
Bratisl Lek Listy, 104:
108, 2003.
GSH (mM) 1-11 SCHAFER e BUETTNER, | Técnica utilizada
Free Rad Biol Méd, 30:
1191, 2001.
Ac Urico (mg/dL) | 1,5-7,2 Kit Dade Bering | Kit utilizado
Dimension
Ascorbato Diabéticos 41,91+ | KATEPE, LCGC North | Técnica utilizada
(mmol/L) 7,42 Am, 22: 362, 2004.
Controles 58,9 + 9,86
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 (hmol/g

proteina)

04-1

HALLIWELL E
GUTTERIDGE, Free Rad
Biol Med, 2002.

SHACTER, Drug Metab.
Rev, 32: 307, 2000.

Técnica utilizada

Para analise dos dados foram obtidas as medidas estatisticas: média,
mediana e desvio padrdo, distribuicdes absolutas e percentuais e valores da

correlagao de Pearson ou Spearman (técnicas de estatistica descritiva).
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Foram utilizados os seguintes testes: t-Student para amostras independentes
com variancias iguais ou com variancias desiguais (de acordo com o teste F de
Levene para igualdade de variancias), e teste de Mann-Whitney ; teste do Qui-

quadrado de Pearson e teste exato de Fisher.

Em todos os testes, foi adotado o nivel critico de 5% para o risco de rejeicao

da hipotese nula (p < 0,05).
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Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO CRITERIOS DE
INCLUSAO

Os grupos estudados encaixaram-se rigorosamente nos critérios de selegao
estabelecidos, sendo todos, tanto os hipertensos quanto os controles, com idades
entre 40 e 60 anos, nao fumantes, ndo obesos e nao desnutridos (IMC < 30 Kg/m2 e
> 18,5 Kg/m?), ndo diabéticos, com niveis séricos de colesterol (< 200 mg/dL) e
glicemia (< 100 mg/dL) normais (Apéndice 17 ), como mostra a Tabela 10.

Tabela 10. Caracterizagcdao dos grupos estudados segundo alguns critérios
de selegao estabelecidos

Grupos de pacientes

Variaveis Hipertensos (H) Controles (C)
n=20 n =21
Idade (anos)!” 49,95 + 6,99 45,85 + 6,31
Sexo(Feminino :F 14/20 (70%) F 15/21 (71,4%)F
Masculino:M) (" 6/20 (30%) M 6/21 (28,6%) M
IMC (Kg/m?) (" 26 + 2,45 26 + 2,94
Colesterol sérico (mg/dL) " 170,85 + 13,20 151,01 + 23,66
Glicemia (mg/dL) ™ 86 + 10,14 81+ 10,55
Pressao Arterial Sistolica (mm Hg)®* 139,28 + 11.41 113,33 + 12,30
Press3o Arterial Diastolica (mm Hg)®* 95 + 9,40 73,33+ 8,87

(1) Nao significativo . (2) p<0,05; * < 0.0001*
4.2 CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO COMPOSICAO
CORPORAL E ADIPOSIDADE

Todos os pacientes incluidos neste estudo tiveram sua avaliagao
antropométrica aprofundada com analise dos compartimentos corporais (reserva de
massa muscular, agua e reserva adiposa) através do exame de bioimpedancia

elétrica (BIA) (Apéndice 17), cujos resultados estéo ilustrados na Figura 26.
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Figura 25. Distribuicdo dos grupos de individuos estudados segundo
composicao corporal através de exame de Bioimpedéancia Elétrica.
(A) reserva de massa muscular, (B) reserva de agua corporal (C) reserva de
tecido adiposo.
Legenda : GE: Grupo Estudo: Hipertensos

GC: Grupo Controle:Normotensos

O perfil observado de composig¢ao corporal dos individuos entre grupos, foi de
reserva muscular abaixo do ideal, reserva de gordura acima do recomendado e agua
corporal com tendéncia a distribuicdo equitativa entre adequada e abaixo do
recomendado. Vale salientar que as categorias: “adequada”, “acima” e “abaixo”,

resultam de avaliagbes quantitativas individuais, cujos valores numéricos variam de
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individuo para individuo, dai a nao inclusdo das faixas quantitativas de cada
categoria na Figura 25.
Este padrdo de composigéo corporal é compativel com individuos sedentarios
e reforca a homogeneidade do estado nutricional antropométrico entre os grupos.
Além do exame de BIA foi feita analise da distribuicdo geografica da gordura
corporal, através da medida circunferéncia da cintura (Apéndice 17), para verificar a

frequéncia de adiposidade androide (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuigdo dos grupos estudados segundo circunferéncia da
cintura (CC) e freqiiéncia de adiposidade andrdéide (AA)

Grupos de pacientes

Hipertensos (H) n= 20 Controles (C) n= 21
CC (cm) Homens™ CC 94,58 + 10,11 CC 96,28 + 4,8
CC (cm)Mulheres!" CC 88,60 + 6,63 CC 90,46 + 8,08
AA (@)1 n=7/20 (38%) n=8/21 (35%),

(1)N&o significativo. (2)AA @ =CC>88cmeAA 3 =CC>102cm

A adiposidade androide ou visceral € um disturbio metabdlico comum na HAS
primaria (V DBHA, 2006; GOULART e BENSENOR, 2006; IDBSM, 2004), porém
verificou-se uma freqiéncia semelhante entre hipertensos e controles, o que mais
uma vez reforca a homogeneidade no estado nutricional antropométrico entre
grupos. . A obesidade abdominal ja alcangou propor¢des epidémicas 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 a pelo menos dois dos disturbios: hipertensao,
hipertrigliceridemia, hiperglicemia ou HDL-c diminuido, caracteriza o individuo como
portador de sindrome metabdlica (NCEP/ATPIIl, 2001). Nenhum dos individuos

estudados apresentou tal caracteristica.
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4.3 CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS ESTUDADOS SEGUNDO ESTUDO
DIETETICO

Foram obtidos dados de 3 inquéritos dietéticos recordatorios de 24 horas
(IDR24H) de 95% dos hipertensos (19/20 individuos) e 2 a 3 IDR24H de 81% dos
controles (17/21 individuos), sendo 2 IDR24H de 29,41% (5/17 individuos) e 3
IDR24H de 70,58% (12/17 individuos) dos controles, perfazendo um total de 103
IDR24H. Os resultados, representam a média de ingestao dietética dos 2 a 3 dias de
registro alimentar (Apéndice 18).

Os inquéritos dietéticos, realizados através de diferentes métodos,
possibilitam inferir com maior precisdo a quantidade de alimentos efetivamente
consumida pelos individuos (MONDINI e MONTEIRO, 1994). Constituem a principal
ferramenta para avaliar o consumo alimentar, sendo o recordatorio de 24 horas a
mais utilizada mesmo considerando suas limitagbes (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 relacdo com a doenga, uma vez que O registro e a avaliagdo precisos da
ingestdo alimentar sdo os mais dificeis aspectos de abordagem nutricional
(CRISPIM et al., 2003). Conhecer exatamente a ingestdo alimentar de individuos é
sempre uma tarefa complexa pelo fato de as praticas alimentares estarem
mergulhadas nas dimensdes simbdlicas da vida social, envolvidas pelos mais
diversos significados, desde o ambito cultural até as experiéncias pessoais,
conferindo a elas menos objetividade do que se espera ao aborda-las por meio de
métodos de investigagcado sobre consumo alimentar (GARCIA, 2004). Assim, apesar
de todos os vieses, que representam desafio para os pesquisadores, o inquérito
dietético € o método universal para estudar a dieta humana e relaciona-la a saude e
a doenca.

Foram estudados aspectos dietéticos relacionados a hipertensdo e ao

estresse oxidativo
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4.3.1 Consumo de frutas, legumes e verduras

A avaliagdo dos IDR24H quanto ao numero de porgdes de frutas e de
verduras e legumes consumidos (Tabela 12), (Apéndice 18) revelou valores abaixo
do recomendado para a maioria dos individuos, sendo em 100% para ambos os
grupos quanto ao consumo de legumes e verduras, e, em 84% (16/19 individuos) e
70,5% (12/17 individuos) para hipertensos e controles respectivamente, quanto ao
consumo de frutas. Porém, ao comparar entre grupos, verificaram-se diferengas
significativas no consumo de legumes e verduras, que revelou menor consumo entre

os hipertensos (Tabela 12).

Tabela 12. Distribuicio dos grupos estudados segundo consumo de
porcdes de frutas, legumes e verduras

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos

Grupo Hipertensos n= 19/20 (95%) | Controles n=17/21 (81%) | Valor de
Alimentar Média e dp'” | Mediana | Média e dp'” | mediana p
Frutas 1,51+1,29 1,00 2,07 £1,29 2,00 0,146
(n porcdes/dia) @
Legumes e 0,26 £+ 0,48 0,00 0,78 £0,73 0,67 0,035*
verduras (n de
porgoes/dia) ®

(1) desvio padrao. (2) teste de Mann-Whitney. * diferenca significante a 5,0%.

A participagdo de frutas, legumes e verduras no valor energético total
fornecido pela alimentagdo das familias brasileiras, inclusive do nordeste,
independentemente da faixa de renda é baixa, tendo variado de 3% a 4% entre
1974-2003 (MS, 2005). O consumo minimo recomendado & de 400 g/dia (que
corresponde a 3 porgdes de frutas e 3 de legumes e verduras, Anexo 2), para
garantir 9% a 12% da energia diaria consumida, considerando uma dieta de 2000
Kcal. Estes alimentos sdo fundamentais numa dieta balanceada, inclusive como
fonte de importantes anti-oxidantes como vitamina C, carotendides e flavondides.
Neste sentido, além dos estudos ja citados como o DASH STUDY (SACKS et al.,
2001) e o INTERHEART STUDY (YUSUF et al., 2004 ), vale citar uma revisao dos
estudos epidemioldgicos que corrobora o papel dos compostos bioativos presentes
nas frutas e vegetais na protecdo cardiovascular (KRIS-ETHERTON et al., 2002), e
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um estudo realizado com 116 adultos, que encontrou correlagcéo positiva entre niveis

plasmaticos de vitamina C e consumo de frutas e vegetais avaliado através de
inquérito dietético (BLOCK et al., 2001).

4.3.2 Ingestao de energia e dos nutrientes estudados

Tabela 13. Distribuigdo dos grupos estudados segundo ingestdo de energia

e de nutrientes

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos

Hipertensos n= 19/20 (95%) Controles n = 17/21 (81%) Valor
Nutrientes Média e Mediana Média e Mediana de
desvio- padrao desvio padrao p
Energia 1.783,65 + 1714,58 2.423,03 + 2184,05 | 0,093
(Kcal/dia)® 634,97 1.109,96
Carboidratos(g/dia) | 258,04 + 93,18 243,66 335,53 + 141,27 309,51 _
(% cal totais) 58,36 + 8,76 57,39 56,73 £ 6,25 57,61 _
Proteinas (g/dia) 80,34 + 35,10 77,01 108,12 + 58,69 96,48 _
(% cal totais) 17,79 + 3,52 16,59 17,47 + 2,64 18 _
Lipidios (g/dia) 53,51 + 23,08 16,59 76,23 + 42,64 68,8 B
(% cal totais) 26,59 + 5,87 27,58 27,53 + 4,47 27,43 _
Vit. C (mg/dia) ¥ | 81,68 + 48,13 73,73 | 215,34+228.43 | 128,28 | 0,045*
Vit. E (mg/dia) ® 14,02 + 7,86 11,60 15,38 + 7,54 12,95 | 0,606
Cobre (pg/dia) ® 1345,26 + 1040,00 | 4294,12 + 5954,97 | 1960,00 | 0,003*
1157,15
Ferro (mg/dia) ® 14,90 + 4,96 15,55 23,09 + 14,88 18,98 | 0,043*
Selénio (ug/dia) ! 21,82+ 10,26 21,18 23,85+ 10,84 21,06 0,568
Zinco (mg/dia) ® 9,06 + 3,61 8,89 14,95 + 9,50 14,05 | 0,026*
Sédio (g/dia)® 3,39+ 1,53 3,05 5,00 + 2,97 4,36 0,056
Potassio (g/dia) @ 2,17 £1,16 2,05 2,29 +1,23 1,97 0,851
Fibras (g/dia) @ 13,70 + 15,11 7,38 4,98 + 4,05 3,62 0,107

(1) Teste de Mann-Whitney. (2) Teste t-Student com varidncias iguais. (3) Teste t-Student com

variancias desiguais. * diferenga significante a 5,0%.
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4.3.2.1 Ingestao de energia e de macronutrientes

A ingestdo de energia foi avaliada (1) individualmente frente as necessidades
estimadas de energia (EERT) (Apéndice 19), definida como o valor médio de
ingestao de energia proveniente da dieta para manutencdo do balango energético
considerando o peso, a idade e a atividade fisica do individuo (FISBERG et al.,
2005), (Figura 26), e (2) considerando o peso como marcador biologico do equilibrio
ou desequilibrio entre ingestdo e gasto de energia, critério recomendado para tal
avaliagdo, considerando o viés da super ou subestimacédo na informagdo do dia
alimentar pelo paciente (Tabela 14, Tabela 15).

Na Figura 26, pode ser visualizada a variabilidade na ingestdo energética,
frente as necessidades individuais: ingestdo abaixo, acima e dentro das
necessidades minima, média e maxima de energia. Ingestdo 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 utilizacdo do IMC como
indicador de ingestéo caldrica total.

Para isto, os grupos estudados foram distribuidos em subgrupos segundo
faixas do IMC (FISBERG et al., 2005) (Apéndice 20), que indicam, tal como o
observado através da avaliacdo dietética em ambos os grupos, que houve igual

predominio de ingestdo excessiva de energia (Tabela 14).

Tabela 14. Distribuigcdo dos grupos estudados segundo IMC

18,5 — 25 Kg/m? > 25 Kg/m?
Ingestdo adequada de Ingestao excessiva de energia
energia
Hipertensos (n=19) 5/19 (26,3 %) 14/19 (73,7 %)
Controles (n=17) 7117 (41,2 %) 10/17 (58,8 %)
Total 12 24
Valor de p!” 0,3450

(1) Teste do Qui-quadrado de Pearson.
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Figura 26. Distribuicdo dos Hipertensos (A) e Controles (B)
segundo ingestéo de energia versus necessidades de energia estimadas.

Legenda: -Ingestéo I:I necessidade minima I:I média -méxima.
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Voltando a analise individual, por grupo, agora segundo IMC, da prevaléncia
de ingestao excessiva (Tabela 15) e da ingestdo versus necessidades de energia
(Figura 27, Figura 28), observaram-se a mesma prevaléncia elevada de ingestédo
excessiva para ambos os grupos (Tabela 15) e a mesma ingestdo individual
igualmente elevada em ambos os grupos, frente as necessidades caldricas

individuais (minima, média e maxima) (Figura 27, Figura 28), independente do IMC.

Tabela 15. Distribuicao dos grupos estudados segundo ingestdao excessiva
de energi e IMC

Grupos de pacientes estudados e prevaléncia de ingestao

IMC excessiva de energia® (IDR24H vs EERT) Valor

Hipertensos(H) Controles (C) dep

18,5 — 25 Kg/m? 4/5 (80 %) 6/7 (85 %) 1,000
(n=13)"

> 25 Kg/m?® 8/14 (57,1 %) 6/10 (60 %) 1,000
(n=24)"

Total 12/19 (63,15%) 12/17 (70,58%) 0,637

(1) Teste Exato de Fisher. (2) considerando a ingestao média de energia. IDR24H: Inquérito Dietético
Recordatorio de 24 horas. EERT: Estimated energy requirement (necessidade estimada de energia

ou calorias).
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Figura 27. Distribuicdo dos Hipertensos (A) e controles (B) com IMC > 25
K/m? e < 30 Kg/m?

segundo ingestao de energia versus necessidades de energia estimadas.
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Figura 28. Distribuicdao dos Hipertensos (A) e controles (B) com IMC > 18,5
K/m? e < 25 Kg/m?
segundo ingestao de energia versus necessidades de energia estimadas.

Legenda: . Ingestao necessidade minima média .méxima

Quanto a ingestdo dos macronutrientes proteinas, 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. Distribuicdo dos grupos estudados segundo percentual de
macronutrientes provenientes da ingestdo energética total média

HC Lipidios Proteinas

Hipertensos (n=19) | 58,36 + 8,76 % 26,59+587 % | 17,79 +3,52 %

Controles (n=17) 56,73 +6,25 % 27,53+447% | 17,47 +2,64 %

AMDR 45 - 65% 20 - 35% 10 - 35%

AMDR: Acceptable Macronutrient Distribuition Ranges (intervalos de distribuicdo aceitavel dos

macronutrientes).

Diante do estudado, verificou-se que tanto os individuos hipertensos quanto
os controle, ndo obesos, apresentavam ingestdo excessiva de energia com
distribuicado adequada dos macronutrientes carboidratos, proteinas e lipidios.

A ingestao de todos os nutrientes descritos a seguir, foi avaliada entre grupos
e frente as recomendacdes nutricionais (DRIs/EAR) e/ou terapéuticas (V DBHA para
Na e K em hipertensos) (Apéndice 21) para estimar a prevaléncia de inadequagao
do consumo dos nutrientes selecionados (SLATER et al., 2004).

4.3.2.2 Ingestao de sodio, de potassio e de fibras

Sao elementos da dieta de particular importancia para hipertensos por
estarem envolvidos com o controle da presséo arterial, sendo considerado pela V
DBHA (2006) como “de risco”, os alimentos ricos em sodio e “de protegao”, os
alimentos ricos em potassio e fibras, baseado, inclusive no estudo DASH, que
mostrou beneficios da dieta rica em fibras e potassio entre outros nutrientes
protetores, e pobres em sédio no controle da pressao arterial. Estima-se que a
adogao de um padrao de dieta DASH promova uma redugao na PAS de cerca de 8 a
14 mmHg(SACKS et al., 2001).

O papel do sodio na elevacao da PA esta estabelecido através de inumeros
estudos experimentais, clinicos e epidemiolégicos assim como o do potassio na sua
diminuicdo. Os mecanismos envolvidos incluem vasodilatacdo direta, natriurese,
reducao da sensibilidade ao efeito vasoconstritor de norepinefrina e All, etc; as fibras
aumentam a sensibilidade a insulina, reduzem a disfungdo endotelial, promovem a
natriurese, diminuem a atividade simpatica e reduzem a oxidacdo de LDL, entre
outras (HOUSTON, 2005). Todos estes efeitos estdo direta ou indiretamente

relacionados ao estresse oxidativo da HAS.
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Na amostra estudada, verificou-se um padrao de ingestdo menor de sodio e
potassio e, maior de fibras no grupo hipertenso quando comparado aos controles
(Tabela 13), porém sem diferenga estatisticamente significativa. A ingestdo de sodio
foi verificada tanto no sddio intrinseco do alimento, quanto no sédio do sal
(quantidade estimada) adicionado as preparagdes (Tabela 17). No entanto, em
ambos 0s grupos, essa ingestao estava acima das recomendagbes das V DBHA
(2006) e da UL (Tolerable Upper Intake Level; nivel superior toleravel de ingestéo),
que é de 2,3 g/dia de sddio ou 6g/dia de sal: em 78,9 % dos hipertensos e em 76,5
% dos controles. Esse nivel maximo de ingestédo toleravel é o valor mais alto da
ingestao diaria continuada de um individuo que aparentemente nao oferece nenhum
efeito adverso a saude para quase todos os individuos em um mesmo estagio da
vida (IM/FNB, 2000; IM/FNB, 2002; IM/FNB, 2004). A reducdo na ingestdo de Na a
este nivel 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 niveis de ingestao
proximos ao da populagdo em geral, que € de 10 a 12 g/dia ( V DBHA, 2006).

Tabela 17. Distribuicdo dos grupos estudados segundo ingestdo e origem
do sédio da dieta

Grupos de pacientes estudados e valores obtidos
Hipertensos n = 19/20 (95%) Controles n =17/21 (81%) Valor
Sodio Media e mediana Media e mediana de
desvio padrao desvio padrao p
Sal (g/dia)'" 1,88 + 0,68 2 2,33+ 1,05 2,4 0,133
Alimentar 1,50 + 0,99 1,14 2,67 +2,21 1,62 0,114
(g/dia)®
Total 3,39 +£1,53 3,05 5,00 £ 2,97 4,36 0,056
(g/dia)®® (8,45+38¢ (7629 (12,5+7,49 (1099
sal) sal) sal) sal)

(1) Teste de Mann-Whitney. (2) Teste t-Student com varidncias iguais. (3) Teste t-Student com

variancias desiguais.

Sob o aspecto do estresse oxidativo, tem-se atribuido ao potassio um
mecanismo alternativo hipotensor que seria o da inibicdo da formagao de radicais
livres (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001), e,

experimental verificou disfungdo endotelial associada ao estresse oxidativo em ratos

estudo em nivel
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sal sensiveis 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 recomendacgao da razdo K:Na, de 5:1 (HOUSTON, 2005), os
valores encontrados sao preocupantes, pois atingiram, em média, uma relagdo de
0,64:1 e 0,45:1 para hipertensos e controles, respectivamente.

Comparando a ingestao de sodio, potassio e fibras entre grupos com a EAR,
(Tabela 7, item 3.4.2.1, Apéndice 21), verificaram-se elevada prevaléncia de
inadequacao para ambos os grupos, sem diferengas estatisticamente significativas
(Tabela 18).

Considerando a baixa ingestao de frutas, verduras e legumes em ambos os
grupos vale comentar que se destacaram como fontes alimentares de potassio, a
bebida café, os tubérculos e raizes e o feijdo, sendo estes vegetais, também, as

principais fontes de fibras na dieta da populagéo estudada.

Tabela 18. Distribuicdo dos grupos estudados segundo ingestdo
inadequada de sédio, potassio e fibras versus recomendacgdes.

Grupos de pacientes estudados e Valor de
Nutrientes % de individuos com ingestédo inadequada de sodio p
e de Potassio e Fibras abaixo da EAR

Hipertensos n = 19/20 (95%) | Controles n = 17/21 (81%)
Sédio™?) 15/19 (78,9 %) 13/17 (76,4 %) 1,000
Potassio | 18/19 (94,7 % ) 16/17 (94,1 %) 1,000
Fibras™ | 15/19 (78,9 %) 17/17 (100 %) 0,106

(1) Teste Exato de Fisher. (2) recomendagdes da V DBHA, 2006. (3) recomendagbes da EAR.

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média estimada).

4.3.2.3 Ingestao de vitaminas anti-oxidantes C e E

Para as vitaminas anti-oxidantes C e E, a ingestdo de ambas foi menor no
grupo hipertenso, porém verificou-se diferenca estatisticamente significativa apenas
para a vitamina C (Tabela 13). Comparando os grupos quanto ao percentual de
inadequacao frente a EAR (Tabela 7, item 3.4.2.1, Apéndice 21), nao foram

verificadas diferencas estatisticamente significativas (Tabela 19).
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Tabela 19. Distribuicdo dos grupos estudados segundo ingestédo
inadequada de vitaminas anti-oxidantes C e E.

Grupos de pacientes estudados e Valor de
Vitaminas % de individuos abaixo da EAR p
Hipertensos n = 19/20 (95%) | Controles n =17/21 (81%)

vit ¢tV 9/19 (47,36 %) 5/17 (29,41 %) 0,463
vit EM 9/19 (47,36 % ) 6/17 (35,94 %) 0,270

(1) Teste do Qui-quadrado de Pearson.

Estudos observacionais, epidemiolégicos e clinicos prospectivos
demonstraram que a ingestdo dietética de vitamina C ou a concentragdo do
ascorbato plasmatico em seres humanos esta inversamente correlacionada com
PAS e PAD, entretanto, estudos de intervencdo controlados tém sido menos
consistentes ou inconclusivos ao relacionar administragdo de vitamina C e PA.
Numerosas razbes existem para tais resultados incluindo auséncia de grupo
controle, doses variadas da vitamina, variaveis demograficas, tabagismo,
desconhecimento da ingestdo dessa e de outras vitaminas interferentes, etc. S&o
atribuidos muitos mecanismos, dentre eles uma melhora da disfungcdo endotelial
(vasodilatagao e redugdo da PA), promogdo da diurese, aumento da producao de
NO°®, entre outros, além do efeito antioxidante inclusive de reciclagem de vitamina E,
(Figura 17), GSH e acido urico, discutidas nos itens 1.5.2.4, 1.5.2.6 (HOUSTON,
2005; DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001).

Para vitamina C, esse perfil ja era esperado considerando-se a baixa ingestao
de frutas, legumes e verduras, apresentada no item 4.3.1, porém é perfeitamente
passivel de corregdao com agdes de educacgao nutricional, uma vez que numa dieta
cotidiana, utilizando alimentos de facil acesso, podem-se suprir as necessidades de
vitamina C; p. ex.,, uma laranja e uma fatia de mamao por dia suprem as
necessidades nutricionais de um adulto.

A vitamina E, além do seu efeito antioxidante fundamental na peroxidagao
lipidica, participa na melhora da funcao endotelial diminuindo a resisténcia a insulina,
aumentando eNOS e NO°, e os niveis sanguineos de GSH entre outros
mecanismos, através da inibicdo da proteina cinase C (HOUSTON, 2005;
DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2001). Verificou-se elevada prevaléncia de

inadequacao deste importante nutriente. A elevada frequéncia no uso de frituras
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verificada em ambos os grupos pode representar uma ingestao real ainda menor do
que aquela estimada pelas tabelas de composi¢cdo quimica de alimentos, haja vista
que as mesmas fornecem dados de uma preparagao frita, p. ex., em condi¢cdes
adequadas de cocgao, o que nem sempre ocorre na forma de preparo utilizada pelas
pessoas, pois € comum a fritura em 6leo num tempo acima do recomendado. Sao

aspectos também passiveis de corregdo com agdes de educacgao nutricional.

4.3.2.4 Ingestao dos minerais: ferro, zinco, cobre e selénio

A ingestdo de Fe, Zn, Cu e Se foi menor no grupo hipertenso quando
comparado ao controle, sendo esta diferenga estatisticamente significativa, exceto
para o selénio (Tabela 13). Quanto a avaliacdo da adequacdo da ingestdo dos
grupos frente a EAR (Tabela 7, item 3.4.2.1, Apéndice 21), ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 20).

Tabela 20. Distribuicdo dos grupos estudados segundo ingestao
inadequada de ferro, zinco, cobre e selénio.

Grupos de pacientes estudados e Valor de
% de individuos abaixo da EAR p
Minerais | Hipertensos n= 19/20 (95%) | Controle n=17/21 (81%)
Ferro™ | 0/19 (0 %) 2/17(11,76 %) 0,216
Zinco” | 7/19 (36,84 % ) 4/17 (23,52 %) 0,387
Cobre'” | 5/19 (26,31%) 1/17 (5,88 %) 0,182
Selénio'” | 19/19 (100 %) 16/17 (94,11 %) 0,472

(1) teste Exato de Fisher. EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média
estimada).

Ferro e cobre sdo nutrientes essenciais, intimamente relacionados como
discutido no item 1.5.2.8, cujo excesso ou deficiéncia causa impedimento da fungéo
e até mesmo a morte celular. Cobre é requerido para a funcdo de cerca de 30
enzimas dentre elas a SOD e a Ceruloplasmina. Ferro é requerido para atividade
das heme-proteinas dentre elas CAT, proteinas da cadeia de transporte de elétrons,
etc. A essencialidade de ambos reside na sua capacidade de participar das reacoes
de oxido-redugdo, que paradoxalmente sdo capazes de gerar radicais livres e
espécies reativas deletérias a célula (ARREDONDO e NUNEZ, 2005). Sob o aspecto
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dietético, as diferencas significativas entre os grupos estudados néo se repetiram em
inadequacao frente as recomendacgdes, ou seja, de um modo geral, a ingestao de
ferro e cobre, esta adequada frente ao recomendado, porém a dieta dos hipertensos
contém menos Fe e Cu do que a dos controles. A relevancia desse resultado pode
estar principalmente no cobre cujos nives plasmaticos deficientes, atingidos com
dieta deficiente de longa data, podem repercutir em aumento do ferro tissular,
atividade diminuida de SOD, CAT e GPx, e ainda, em diminuicdo da atividade de
ceruloplasmina sem afetar sua sintese e secre¢cao (URIU-ADAMS e KEEN, 2005).
Também tem sido proposto que a deficiéncia de Cobre induz ao dano cardiaco via
producao de ERO associada a baixa atividade de enzimas antioxidantes e que o
ONOQO", espécie reativa encontrada no endotélio sob estresse oxidativo da HAS,
pode dissociar Cu?* dos sitios de ligacdo da ceruloplasmina (URIU-ADAMS e KEEN,
2005). Ainda, em estudo epidemiolégico com 10.532 pessoas obteve-se uma curva
em U da relagdo mortalidade por DCV e cancer versus ingestdo de cobre (KOK et
al., 1988). Importante salientar que os individuos atingiram a EAR, e que essa
discussdo se baseia na comparagao entre grupos.

O zinco, cuja ingestdo também se apresentou menor entre hipertensos €&
importante constituinte de CuZnSOD, enquanto Cu tem a fungao catalitica de sofrer
alternadamente oxidacdo e reducdo. Seu papel na CuZnSOD ¢é estabilizar a
enzima. Existe uma relagdo estreita entre zinco, calcio, magnésio e potassio em
varios sistemas hormonais envolvidos na modulagao da PA tais como SRAA e SNS,
e baixos niveis séricos de Zn foram correlacionados com HAS entre outras DCNT,
em estudos observacionais (HOUSTON, 2005).

Quanto ao selénio, sua importancia para o sistema anti-oxidante deve-se ao
fato de ser parte do sitio ativo de uma familia de selenoproteinas, dentre elas as
importantes GPXs. Sua atividade na protecédo cardiovascular envolve a protecao da
oxidacdo de LDL, o aumento da produgdo de prostaciclina vasodilatadora e a
modificagdo da expressao de moléculas de adesdo ICAM1 e VCAM envolvidas na
injuria vascular (NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-MARTINEZ, 2000; RAYMAN,
2000; BURK e LEVANDER, 2002; ALISSA et al., 2003; ), o que sera discutido no
item 4.3.5.
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4.3.2.5 Ingestao dos nutrientes com recomendagdes nutricionais considerando

sua atividade anti-oxidante: vitamina C, vitamina E e Selénio.

Os antioxidantes de baixo peso molecular oriundos da dieta sdo as vitaminas
C e E (a-tocoferol), selénio (Se), carotendides e flavonoides. Para as vitaminas C, E
e Se, foram estabelecidas as recomendacdes nutricionais considerando sua
atividade antioxidante além da atividade nutricional (Tabela 21). Para os
carotenodides, os estudos existentes ainda ndo foram suficientemente conclusivos
para o estabelecimento de recomendacgdes nutricionais, apesar de se ter
reconhecido que tais substancias influenciam as reag¢des bioquimicas do sistema
oxidativo (AMAYA-FARFAN et al., 2001). Quanto aos flavondides, discute-se ainda
inclusive, se flavonodides sédo nutrientes. Isto, porém, nao implica em desconsiderar a
importancia de tais substancias 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. Recomendagdes nutricionais para antioxidantes na dieta diaria
de adultos (19 a 70 anos)

Vitamina C Vitamina E Selénio
RDA (Recommended Dietary Allowance). Homemn 90 Homens 6 Homens 6
Ingestio dietética recomendada.
mg mulheres mulheres
Mulher 75 mg 15 mg 55 ug
Fumantes+ 35
mg

Fonte: Adaptado de AMAYA-FARFAN et al., 2001.

AMAYA-FARFAN et al. (2001), ao fazerem uma sintese das recomendacgdes
nutricionais para anti-oxidantes assinala as fungdes bioldgicas e indicadores
bioquimicos usados como critérios para determinar os requerimentos de anti-
oxidantes e o conceito do IM/ FNB, 2000 “Anti-oxidante alimentar é toda substancia
na dieta capaz de reduzir significativamente os efeitos adversos produzidos por
espécies reativas, como aquelas de oxigénio e nitrogénio, e que possuem fungéo
normal no organismo” considerando que 1) a Vit C, devido ao seu alto poder
redutor, proporciona protecdo contra oxidagdo descontrolada no meio aquoso da

célula; 2) a principal fungdo do a-tocoferol € interromper as reagdes em cadeia da
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peroxidacao lipidica; 3) Se funciona associado as selenoproteinas e estas
recomendagdes foram estabelecidas com base na ingestdo de selénio que promove
atividade maxima para a enzima glutationa peroxidase.

A ingestdo destes anti-oxidantes foi semelhante entre grupos, com excessao da
vit C, que, como ja comentado, foi menor no grupo hipertenso (Tabela 7, item
3.4.2.1, Apéndice 21). Também ja foi comentado que a prevaléncia de inadequagao
frente a EAR foi semelhante entre os grupos. Além disso, é interessante avaliar a
ingestao considerando a RDA, que representa a EAR + 2 desvios padrdes, 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 ug para Se,
estabelecido pelo IM/ FND (2000)]. A Tabela 22 ilustra estes aspectos. Vale
salientar que nenhum dos individuos extrapolou a UL (Tolerable Upper Intake Level,
limite de ingestdo maxima toleravel), que é de 1000 mg para vit C, 1000 mg para vit
E e 400 pg para Se, estabelecido pelo IM/ FND (2000), com base no efeito adverso
da indugdo de diarréia osmotica, do risco de hemorragias, e de selenose,
respectivamente, provocados pelo excesso desses nutrientes (AMAYA-FARFAN et
al, 2001).

Tabela 22. Distribuicdo dos grupos estudados segundo ingestdo de anti-
oxidantes (AO) da dieta e individuos com ingestao adequada para EAR e
RDA.

AO Ingestéo Adequados a EAR Adequados a RDA
(media e desvio padrao) | (n e % de individuos) | (n e % de individuos)
Vit C H: 81,67 + 48,12 H: 10/19 (52,63 %) H: 9/19 (47,36 %)
(mg/dia) C: 215,33 + 128,28 C:12/17 (70,58 %) C:12/17 (70,58 %)
Vit E H: 14,02 + 7,86 H: 10/19 (52,63 %) H: 8/19 (42,10 %)
(mg/dia) C: 15,38 +7,53 C: 11/17 (64,70 %) C: 11/17 (64,70 %)
Se H: 21,82 + 10,25 H: 0/19 H: 0/19
(ug/dia) C: 23,85+ 10,84 C: 1/17 (5,88 %) C:0/19

EAR: Estimated Average Requirement (necessidade média estimada).
RDA (Recommended Dietary Allowance). Ingestao dietética recomendada.
H: Hipertensos. C: Controles

Estes resultados permitem afirmar que a ingestdo de anti-oxidantes pela
populagao estudada, de um modo geral é insuficiente, e isto representa um fator que
pode contribuir para o estresse oxidativo, previsivel teoricamente para a HAS, como

exposto no item 1.
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4.3.2.6 Ingestao de nutrientes com funcao similar aos farmacos anti-

hipertensivos

HOUSTON (2005) classifica os nutrientes e compostos da dieta de acordo

com a sua similaridade com o mecanismo de acdo dos farmacos utilizados no

tratamento da HAS. A Tabela 23 ilustra esta classificacdo adaptada para os

nutrientes estudados bem como o seu nivel de ingestdo pelos hipertensos

comparado aos controles.

Tabela 23. Anti-hipertensivos naturais oriundos da dieta categorizados

segundo classe de farmacos anti-hipertensivos

Classe de farmacos anti- Nutrientes Status de ingestao dos
hipertensivos e compostos da hipertensos
dieta vs EAR VS grupo
controle
Diuréticos K" 94% menor menor
Fibras 79% menor maior
Agonistas K* 94% menor menor
o central Fibras 79% menor maior
Restricdo de Na® | sem restrigdo menor
Vasodilatadores diretos Vit C 47% menor menor*
K* 94% menor menor
Fibras 79% menor maior
Vit E 47% menor maior
Bloqueadores de canais de calcio Vit C 47% menor menor*
Vit E 47% menor maior
Inibidores Da ECA Zn 37 % menor menor*
Bloqueadores de receptores AT1 VitC 47% abaixo menor*
K* 94% menor menor
Fibras 79% menor maior

* diferenca significante a 5%

A exemplo do exposto (Tabela 22), esses dados (Tabela 23) também permitem

comentar que a alimentacido dos hipertensos estudados esta inadequada sob o

aspecto dietoterapico necessario para o controle da HAS.
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4.4 CARACTERIZAGAO DOS HIPERTENSOS SEGUNDO NiVEIS PRESSORICOS
E TERAPIA MEDICAMENTOSA UTILIZADA

Os hipertensos apresentavam niveis pressoricos médios de PAS = 139,28 +
11,41 mmHg e de PAD = 95 + 9,40 mmHg e faziam uso regular de medicagao anti-
hipertensiva disponiveis no Sistema Unico de Saude — SUS (Apéndice 22), segundo
esquema de opgao terapéutica preconizado pelas IV DBHA (2002), e mantido pela
VI DBHA (2006) como ilustra a Tabela 24.

Tabela 24. Distribuigdo dos hipertensos segundo esquema de terapia
medicamentosa anti-hipertensiva

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 medicacao 2 (10%)
Total de pacientes 20 (100%)

Segundo esquema de terapia medicamentosa preconizado pelas V DBHA, o
diurético tiazidico (HCT, por exemplo) € o medicamento de escolha para o controle
da pressao arterial em monoterapia, uma vez que seu mecanismo anti-hipertensivo
esta relacionado a deplegcdo de volume e a reducdo da resisténcia vascular
periférica, fendbmenos frequentemente presentes na HAS, devido a mecanismos
diversos. Inibidores da enzima conversora da angiotensina - ECA (captopril, por
exemplo) atuam bloqueando a transformacao da angiotensina | em Il no sangue e
nos tecidos e, por consequéncia, atenuam a ac¢ao vasoconstrictora e de retencao
hidrossalina da angiotensina [l. O mecanismo anti-hipertensivo dos
betabloqueadores (propanolol, por exemplo) € complexo e envolve a redugédo do
débito cardiaco, redugao da secregao de renina, readaptacao dos barorreceptores e

diminui¢cdo das catecolaminas nas sinapses nervosas. A associacdo de farmacos é
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uma decisdo meédica baseada na avaliagdo 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 AT, (Losartan, por
exemplo) por acao indireta, via inibigdo SRAA, importante fonte de espécies reativas
no endotélio, como discutido na hipotese oxidativa da HAS (Figura 7), os
betabloqueadores de terceira geracado (carvediol e nevibolol, por exemplo) por
aumentar a liberagdo de Oxido nitrico e de glutationa na célula endotelial
(KALINOWSKI et al., 2003) e antagonistas do canal de calcio (nifedipina, por
exemplo) por aumentar a biodisponibilidade de 6xido nitrico na célula endotelial e
aumentar a expressdo de MnSOD nas células da musculatura vascular lisa
(BERKELS et al.,2001). Hipertensos sal sensiveis. i.e, aqueles cujos niveis
pressoricos se elevam diante de uma ingestdo elevada de NaCl (SULLIVAN, 1991),
parecem se beneficiar melhor dos do efeito anti-oxidante dos inibidores da ECA,
uma vez que Oy*~ é também responsavel pela mediagdo da retengao renal de sodio
(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 comentarios adicionais. O mecanismo de ag¢ao anti-
oxidante deste medicamento, mesmo sendo indireto e sem definicdo de relagcao
dose-resposta, envolve a inibigdo do SRAA, por inibir a agdo da angiotensina Il (All)
sendo este o elo anti-oxidante. All € um potente estimulo para a produgdo de ERO
na célula endotelial, aumentando a atividade de NAD(P)Hox, provocando, em
minutos, mudangas no agrupamento das subunidades da enzima, e uma supra —
regulacdo na expressao de subunidades da enzima, em horas. Além disso, All
também supra-regula a atividade de eNOS (Figura 7) a qual se acompanha de
desacoplamento da enzima e redugdo na produgao de oxido nitrico e aumento na
producao de superéxido (WASSMANN et al., 2004). Este efeito foi verificado no
estudo de Ward e colaboradores, 2004, que encontraram associagao inversa entre
Foisoprostano e numero 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 acao anti-oxidante de beta bloqueadores e de antagonistas de receptores
AT1 foi constatada em estudo com hipertensos tratados com estes medicamentos,
que tiveram os niveis de SOD, CAT, GPx significativamente aumenados e os niveis
de 8-oxo0-2’-deoxiguanosina e MDA significativamente reduzidos (SAEZ 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
tiazidico, e, o interessante é que n&o se verificou a mesma correlagdo positiva com
Inibidor de ECA e betabloqueador, medicamentos com um mecanismo anti-oxidante

estabelecido, como acabado de discutir.

4.5 BIOMARCADORES DE BALANCO REDOX ESTUDADOS

Os biomarcadores analisados em sangue humano nesse estudo (Apéndice
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 Acido Urico,

(3) Proteinas de Transporte de Metais de Transicdo (PTMT): Transferrina
(TRF) e Ceruloplasmina (CER),

(4) Marcadores de Dano Oxidativo (MDOx): Malondialdeido (MDA) e

Carbonila.

Como discutido na introducgao (item 1.6), a area de biomarcadores de balango
redox €& desafiadora e encontra-se em constante “ebulicdo”, com estudos atuais
direcionados a padronizagado, mas, ainda sem perspectivas de completa defini¢ao.
No presente caso os grupos 1 a 3 sdo incontestes. Quanto ao grupo 4, os testes
realizados foram os possiveis, tendo-se em contas as condicdes de infra-estrutura e

“robustez” dos testes.
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Verificaram-se diferencas 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 epidemiologico com este enfoque, encontrou associagéo positiva na
populagdo em geral, entre aumento do estresse oxidativo e redugcéo no status anti-
oxidante com caracteristicas socio-demograficas, estilo de vida e fatores de risco
cardiovascular (TREVISAN et al., 2001). Na hipertensao, estudos experimentais e
clinicos tém demonstrado um aumento na producédo de espécies em modelos de
ratos geneticamente hipertensos (PARK et al., 2002; RODRIGUEZ-INTURBE et al.,
2003; TANITO et al., 2004; SHOKOQOJI et al., 2003; KISHI et al., 2004; PARAVICINI et
al., 2004) e, em pacientes com hipertensdo essencial ou primaria, hipertensao
renovascular, hipertensdo maligna e pré-eclampsia (HIGASHI et al., 2002; LIP et al.,
2002; LEE et al., 2003; RAIUMAKERS et al., 2004). Todos estes resultados séo
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 producdo de O, na HAS, a reacdo de O, com NO°®
ocorre com uma constante de velocidade de 6,7 x 10° mol L™ s™ (CAl e HARRISON,
2000), enquanto que a reagao de O, e SOD ocorre em velocidade 4vezes mais
lenta 1,6 x 10° mol L' s [GRIENDLING e FITZGERALD, 2003(b)]. A atividade de
SOD é favorecida quando a concentragcédo de O," é baixa e a de SOD é alta, o que
ocorre em condi¢des fisioldgicas (TOUYZ, 2000). Esses aspectos explicariam, em
parte, os fendbmenos pro-oxidantes do estresse oxidativo da hipertensao arterial.

No outro lado, os fendmenos anti-oxidantes estariam com sua atividade
reduzida, o que também favoreceria o estresse oxidativo da HAS. Estudos clinicos
recentes, tém demonstrado reduzida atividade de enzimas anti-oxidantes entre
hipertensos quando comparados aos controles (KHULLAR, 2004; REDON et al.,
2003), ndo estando, ainda, claro se isto seria causa ou consequéncia. O estresse
oxidativo num processo cronico como a HAS, poderia consumir as reservas e

comprometer a atividade enzimatica antioxidante.

Pelo exposto, esperar-se-iam niveis elevados de marcadores de dano
oxidativo e niveis reduzidos de anti-oxidantes entre hipertensos quando comparados
aos controles, porém verificaram-se diferengas estatisticamente significativas em

poucos biomarcadores. Os niveis de CAT e GSH foram menores no grupo
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hipertenso quando comparado ao controle (média 68 vs 102 U/gHb e média 5,32 vs

8,96 mM, respectivamente); os niveis de GPx foram maiores (média 20,5 vs 7,7

U/gHb); os niveis de CER foram maiores no grupo hipertenso (média 38,6 vs 33,86

mg/dL); os niveis de MDA foram menores no grupo hipertenso quando comparado
ao controle (média 2,8 vs 8,51 mg/dL), (Tabela 25).

Tabela 25. Biomarcadores do ambiente redox em sangue de hipertensos e

normotensos.
Grupos de pacientes estudados
Grupos de e valores obtidos Valor de p
Biomarcadores (média e desvio padréao, e mediana)
Hipertensos(H) Controle (C)
n=20 n=21
Enz. Anti-oxidantes
SOD (U/gHb) (M 1498,85+ 575,04 | 1649 + 407,43 0,339
1470,00 1722,00
CAT (KU/gHb) " 68,00 + 32,83 | 102,08+49,36 | 0,013*
67,24 102,48
GPx (U/gHb) @ 20,51+ 9,42 7,77 £ 9,60 0,0001*
21,51 2,00
AOBMM
GSH (mM) @ 5,33 + 2,87 8,96 + 5,19 0,003*
, 4,80 7,00
Ac Urico (mg/dL) @ 4,08 + 1,33 3,49 +0,83 0,239
3,80 3,60
Ascorbato (mmol/L) " 40,53 + 12,93 34,58 + 9,55 0,315
37,63 32,00
PTMT
TRF (mg/dL)™ 189,60 + 32,96 | 194,14+ 3842 | 0,687
188,00 189,00
CER (mg/dL)® 38,60 + 8,61 33,86 + 3,97 0,015*
37,00 33,00
MDOx
MDA (mmol/L) @ 2,80 + 4,49 8,51+ 6,83 0,014*
. @ 1,42 8,81
Carbonila (nmol/gPtna) 213+ 1,66 1.9141,42 0.876
1,71 1,67

AOBMM: Anti-oxidante de baixa massa molecular. PTMT: proteinas de transporte de metais

de transicdo. MDOx: marcadores de dano oxidativo (1) teste t-Student com varidnciancias iguais. (2)

teste Mann-Whitney. * diferencga significante a 5%.
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Caberia ainda discutir aqui os valores obtidos (VO) frente aos valores de
referéncia (VR) adotados (Tabela 9), comparados na Tabela 26. Exceto nos valores
de acido urico e ceruloplasmina, observou-se variacdo em torno da faixa de
referéncia. Isto corrobora a literatura no que se refere particularmente as enzimas
antioxidantes, e atesta a necessidade de se estabelecer uma faixa de valores de
referéncia (GUEMOURI et al., 1991; ANDERSEN et al., 1997; BODGANSKA et al.,
2003), cuja variabilidade tanto em VR, quanto em unidades em que sdo expressos e
em técnica de analise 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 analise no
que se refere a técnica em si (geralmente s&o procedimentos manuais que podem
ser realizados por diversos protocolos diferentes), ao preparo dos examinados
(existem muitos fatores interferentes relacionados ao estilo de vida, aos habitos
alimentares, aos farmacos, etc), condigdes de coleta, além de considerar a

variabilidade bioldgica, entre outros fatores interferentes.

4.5.1 Enzimas antioxidantes: SOD, CAT e GPx

Dentre as enzimas antioxidantes estudadas CAT e GPx apresentaram
diferencas 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, tém encontrado niveis mais baixos de SOD, CAT e
GPx (PEDRO-BOTET et al., 2000; REDON 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 presenca de O, nado adequadamente
removido, gerando uma ferroxicatalase (Equagao 8) que nao decompde H,O,
rapidamente (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2002)

CAT-Fe (Ill) + Oy~ CAT-Fe**-0, Equacio 8
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Este raciocinio explicaria o encontro de niveis elevados de GPx associados a

niveis reduzidos de CAT nos hipertensos.

Tabela 26. Comparacao dos valores obtidos (VO) dos biomarcadores de
balango redox em sangue de hipertensos e normotensos versus valores de
referéncia (VR) adotados

Biomarcadores | Valores obtidos por grupo Valores de VO versus VR
Estudados (arredondados) referéncia
adotados
(arredondados)
SOD (U/gHb) H: 724 - 2831 1102 - 1601 Variagoes abaixo e
C: 808-2324 .
acima dos VR
CAT (KU/gHb) H: 4-132 130 -192 Variagdes abaixo e
C:19-215 acima dos VR
119 - 292
GPx (U/gHb) H:1-38 30-44 Variagdes abaixo e
C:0,5-27 86 - 165 dentro dos VR
28 -75
GSH (mM) H: 2-15 1-11 Variagdes abaixo,
C:4-21 dentro e acima dos
] VR
Ac Urico (mg/dL) | H: 3-8 1,5-7,2 VO dentro dos VR
C:.2-5 Todos os grupos
Ascorbato H:21-70 Diabéticos 34 - 49 Variagdes abaixo,
C:.27-53 Controles 49 - 69 dentro e acima dos
(mmol/L) VR
TRF (mg/dL) H: 132 - 271 200 - 360 Variagbes abaixo e
C: 134 - 261 dentro dos VR
CER (mg/dL) H: 22-55 15- 60 VO dentro dos VR
C:29-43 Todos os grupos
MDA (Mmol/L) H: 0,75 -16 Diabéticos 2 - 3 Variagoes abaixo e
C:0,8-27 Controles 1- 2 acima dos VR
Carbonila H:0,4-6 0,4-1 Variagdes abaixo e
C:04-4 acima dos VR
(nmol/gPtna)

1

H: Hipertenso. C: Controle.
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Figura 29. Valores obtidos (média * dp) das enzimas antioxidantes em
eritrocitos de Hipertensos(H) e Controles (C).

(1) Teste t-Sudent com variancias iguais

(2) Teste de Mann-Whitney, * Diferenca significante a 5%

GPx
2GSH + ROOH » GSSG+ROH+ HyO Equacao 9

Em hipertensos sem tratamento medicamentoso tem sido observada menor
atividade de GPx (PEDRO-BOTET et al., 2000; BLOCK et al., 2002; REDON et al.,
2003). Porém, estudo recente com individuos saudaveis, comparando homens
jovens e mulheres antes da menopausa (IDE et al., 2002) encontrou elevados
niveis de GPx nos homens, aumento esse atribuido a uma resposta compensatoria
ao estresse oxidativo constatado através de 8—epi-PGF, também maiores entre
homens, e, ao efeito protetor do estrégeno entre mulheres. Isto ilustra a

complexidade na interpretacdo de biomarcadores de ambiente redox.
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Os resultados verificados neste estudo podem significar uma maior solicitagao
de GPx, pois ela é capaz de reduzir eficientemente ONOO™ e, assim, impedir a
oxidacdo de macromoléculas e a nitragdo de proteinas. E ainda, apesar de nao
terem sido observadas diferengas significativas em SOD, pode-se considerar que os
niveis reduzidos de SOD seriam devido a reacdo de O, e NO* que é mais rapida
que a reagao de Oy e SOD e porque SOD sé atua mais eficientemente em
condigdes fisioldgicas, ou seja, sua atividade é favorecida quando a concentragao de

— &

O, é baixa. Quanto a CAT, pode-se considerar que com Oy “desviado” para
formar ONOOQO" a produgao de H20, via SOD é menor ou mantida em niveis normais
nao requerendo CAT, além do fato de ser uma enzima delimitada no peroxissoma da
célula, e, como citado, ser passivel de inibicdo diante de um possivel acumulo de

O, .

4.5.2 Antioxidantes de baixa massa molecular: GSH, ac urico e ascorbato

Neste grupo de antioxidantes, verificou-se diferengca estatisticamente
significativa apenas em GSH (Figura 30), cujas reservas estao reduzidas no grupo
hipertenso quando comparado ao controle (p = 0,003).

Considerando que GSH atua junto com GPx (Equagao 7), ambas sao
fundamentais para a defesa frente a peroxidacao lipidica 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 relagdo GSH/GSSG >
1, mantida por um eficiente sistema de reciclagem de GSH a partir de GSSG
mediante agdo da enzima GR (Figura 11). O funcionamento dos processos
celulares fisiolégicos requer o estado reduzido, assim como fendmenos patoldégicos
como doenga, apoptose e necrose se acompanham do estado oxidado. Assim,
embora a maioria dos estudos utilize a GSH isoladamente, para uma avaliagdo mais
completa do ambiente redox celular, deve ser analisado também a GSSG e a
relacdo GSH/GSSG (SIES, 1999; SCHAFER e BUETTNER, 2001). O estado

reduzido se acompanha de elevados niveis de enzimas anti-oxidantes e vice versa,
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o estado oxidado de niveis reduzidos de enzimas anti-oxidantes, de modo que a

razado GSH/GSSG ¢ indicadora de estresse oxidativo.
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Figura 30. Valores obtidos (média * dp) de antioxidantes de baixa massa
molecular em sangue de Hipertensos(H) e Controles (C).
(1) Teste t-Sudent com variancias iguais (2) Teste de Mann-Whitney

* Diferenca significante a 5%

A associacao de baixos niveis de GSH com doengas tem sido verificada em
diversos estudos: na cirrose hepatica (CHAWLA et al., 1984) na AIDS (BUHL et al.,
1989; ECK et al., 1989), na fibrose cistica (ROUM et al., 1993) no diabetes (SAMEC
et al., 1998). Da mesma forma, com a razdo GSH/GSSG, sendo verificada uma
razdo GSH/GSSG <1 na retinopatia da prematuridade (PAPP et al., 1999) e no
cancer (NAVARRO et al., 1999).

Na HAS, os resultados de estudo recente também sdo de baixos niveis de
GSH e razdo de GSH/GSSG <1 (REDON et al., 2003).

Neste estudo, GSSG nao foi medida, portanto a razdo GSH/GSSG nao foi

analisada. Os resultados de baixos niveis de GSH em hipertensos sao 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 destoxificacdo de peroxidos.

Quanto ao acido urico, os niveis maiores observados no grupo hipertenso nado
foram estatisticamente diferentes. A hiperuricemia esta associada a hipertenséo,
doencga renal e eventos cardiovasculares e resulta da maior reabsorgao de urato no
tubulo proximal renal, estimulado pela insulina, pelos diuréticos, entre outros
mecanismos, de modo que 25% dos hipertensos nao tratados, e 50% dos
hipertensos em uso de diurético apresentam niveis elevados (JONHSON et al.,
2003). Sua atividade antioxidante envolve diferentes reagdes (com R*, com ROO® ,
com ONOO ™, com ONO;" ) (SIMIC et al., 1989; SANTOS et al., 1999), atuando de
forma ciclica, pois pode ser recuperado pelo ascorbato, entre outros; é considerado
um potente antioxidante plasmatico pois sua concentragédo no plasma € 10 vezes
maior que outros antioxidantes tais como vitamina E e C (GHISELLI et al., 2000).

Da mesma forma que com o acido urico, observaram-se para o ascorbato,
niveis séricos maiores no grupo hipertenso, porém sem diferenca estatisticamente
significativa. Curiosamente, os niveis de ingestao dietética foram significativamente

menores no grupo hipertenso.

4.5.3 Proteinas de transporte de metais de transi¢cao: TRF e CER

Os niveis de transferrina foram semelhantes entre grupos, porém os de
ceruloplasmina, que é também uma ferroxidase, foram maiores no grupo hipertenso
(Figura 31), diferenca estatisticamente significativa (p = 0,015).

Este resultado também representa um importante fator de protec¢do, haja vista
a atividade de ceruloplasmina no transporte do cobre e na oxidagédo do ferro para
captacado pela transferrina, ou seja, ela atua sobre os metais de transicdo mais
importantes quanto a capacidade de transferir elétrons em sua forma livre, em
sistemas bioldgicos. Outros mecanismos anti-oxidante, incluem o seqiiestro de Oy"
, H,O2 outras ERO (GOLDSTEIN et al., 1979), a inibicdo da reagcdo de Fenton pela
conversdo de Fe** a Fe**, devido a sua atividade ferroxidase (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2002; SAMOKYSZYN et al., 1989; GUTTERIDGE et al., 1980)

protegendo os tecidos biolégicos dos efeitos danosos da descompartimentalizagao
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do ferro, a inibicdo da oxidacao de lipidios (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 proteinas verificado com inibicdo na formagéao 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).
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Figura 31. Valores obtidos (média * dp) de proteinas de transporte de
metais de transicdo em soro de Hipertensos(H) e Controles1(C)
(1) Teste t-Student com variaveis iguais. (2) Teste de Mann-Whitney. * diferenca significante a 5%

Porém, a ceruloplasmina pode atuar como pré-oxidante sob condigdes de
concentracdes equimolares de Fe?* e Fe®*. Na presenca de Fe®', a atividade de
conversao Fe** a Fe* so ocorre parcialmente, o que estimula a peroxidacao lipidica.
Esta atividade pr6 oxidante, que requer uma alta razao ferro/ferri (SAMOKYSZYN et
al., 1989), pode ser exibida em concentragdes fisioldgicas de CER e sob condigdes,
nas quais o ion ferro exdgeno esteja ausente. Pode ainda inibir eNOS endotelial
(BIANCHINI et al., 1999; FLORIS et al., 2000).

Ceruloplasmina é reconhecidamente um marcador de inflamacdo (URIU-
ADAMS e KEEN, 2005), exibindo um aumento duas a trés vezes a concentragéo
plasmatica normal na infecgéo, sugerindo um possivel papel bactericida (SHUKLA et

al., 2006). Por décadas a ceruloplasmina tem sido associada as doencas
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neurodegenerativas e as anormalidades do SNC (VASSILIEV et al., 2005), e nos
ultimos anos tem sido foco de ateng¢ao sua fungcéo no sistema cardiovascular.
Diversos estudos tém encontrado correlagdo entre ceruloplasmina e doenca
cardiovascular: na vasculite e doenca arterial periférica (BELCH et al., 1989), no
infarto do miocardio (ADELSTEIN et al., 1956), arteriosclerose (BUSTAMANTE et al.,
1976), angina instavel (JAYAKUMARI et al., 1992), aneurisma de aorta abdominal
(POWELL et al., 1987), e, enquanto estas correlagcbes 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; MANTTARI et al., 1994] e casos-controle
(REUNANEN et al., 1992; MANTTARI 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 doencga cardiovascular parece estar relacionado a
oxidacdo de lipidios e lipoproteinas. In vitro este processo ocorre, desde que a
proteina esteja com a sua integridade estrutural preservada, envolvendo um unico
atomo de cobre, e, em presenca de O, em cultura de células endoteliais, pode
acelerar a velocidade da reagédo (FOX et al., 1995; FOX et al., 2002). O ONOO e
H,O, podem dissociar o Cu da CER e assim diminuir sua atividade ferroxidase, e,
ONOO  pode degrada-la como citado anteriormente. Assim, este € o biomarcador
cuja atividade pro-oxidante parece predominar em certas circunstancias, inclusive na

doencga cardiovascular.

4.5.4 Marcadores de dano oxidativo: MDA e Carbonila

Observou-se uma redugao no fenbmeno da peroxidacdo lipidica (PL) entre
hipertensos, uma vez que a presenca de MDA (o aldeido reativo mais abundante da
PL) no soro destes individuos foi significativamente menor (p = 0,014) que entre os
controles (Figura 32). A presengca de grupos carbonila em niveis iguais pode
reforgcar o indicativo de que, se o grupo hipertenso estiver sob estresse oxidativo, o
ONOO ™ seria uma espécie reativa importante, uma vez esta citado na literatura que
ONOO ™ é um pobre indutor de proteinas 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
importancia, porém € de igual importancia a metodologia disponivel e a viabilidade
de aplicacdo da técnica de analise, o que particularmente determinou tais escolhas
nesse estudo.

Alguns estudos tém encontrado associagao positiva entre niveis elevados de
MDA e doengas cardiovasculares como IAM, ICC e HAS (PUCHEU et al., 1995;
DIAZ-VELEZ et al., 1996; GHIADONI et al., 2003), em hipertensos sem tratamento
medicamentoso (REDON et al., 2003) e em hipertensos idosos em uso de
medicacao 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) n&o
encontraram diferengas nos niveis de Fg-isoprostano, outro marcador de
peroxidacgao lipidica, entre hipertensos e controles, apesar da agéo antioxidante das
drogas anti-hipertensivas como discutido anteriormente. No entanto, estudo recente
(COTTONE et al., 2006) verificou associagao positiva entre este marcador de dano e
marcadores de inflamagdo em hipertensos ainda ndao submetidos a terapia
medicamentosa. Outro estudo recente com portadores de insuficiéncia cardiaca
congestiva, classe Il a IV, encontrou niveis diminuidos de MDA (SUNDAL et al.,
2005).

Os resultados do presente estudo apontam para a possivel presenca de
mecanismos de protecao da peroxidagao lipidica associados, pela presencga, p. ex.,

da GPx e da CER, cujos niveis encontrados foram elevados.

4.6 ASSOCIAGAO ENTRE O BALANGCO REDOX E A DIETA NOS GRUPOS
ESTUDADOS

Entre os individuos que completaram o protoclo com o IDR24H (19
hipertensos e 17 controles), estudou-se correlagao entre as variaveis dietéticas que
apresentaram diferenga entre grupos (consumo de legumes e verduras, ingestao de
cobre, ingestdo de ferro, ingestdo de vitamina C e ingestdo de zinco) com os
biomarcadores que também apresentaram diferenca (CAT, GPx, GSH, CER e MDA),
(Apéndice 24), verificando-se correlagao positiva apenas entre a elevada ingestao

de vitamina C e os niveis diminuidos de ceruloplasmina observados no grupo
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controle como ilustrado na Tabela 27. Entre hipertensos foi verificada correlagéo

negativa porém sem significancia estatistica (Tabela 27).
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Figura 32. Valores obtidos (média * dp) de marcadores de dano oxidativo
em soro e plasma de Hipertensos (H) e Controles (C).

(1) Teste de Mann-Whitney. * Diferenca significante a 5%.

Tabela 27. Correlagdao entre ingestdo de vitamina C e ceruloplasmina
plasmatica segundo grupos estudados

Dados Hipertensos Controles
Ingestao Vit C 81,68 + 58,92 mg/dia 215,34 + 106,08 mg/dia
Ceruloplasmina 38,60 + 8,61 mg/dL 33,86 + 3,97 mg/dL
Plasmatica
Correlacéo r=- 0,278 (p= 0,250) r<= 0,490 (p= 0,046)*

r,= correlagéo de Pearson. rs= correlagdo de Spearman. * correlagdo significante diferente de

zero ao nivel de 5%.

4.7 CONSIDERAGOES SOBRE O BALANGO REDOX ENQUANTO SISTEMA
INTEGRADO VERIFICADO NESTE GRUPO DE HIPERTENSOS ESTUDADO

Verificaram-se diferengcas em CAT, GPx, GSH, CER e MDA (Tabela 25). Os

hipertensos apresentaram niveis elevados de GPx e CER e niveis diminuidos de
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CAT, GSH e MDA (Tabela 28). Vale ressaltar que, na populacéo estudada, um viés
existente foi o uso de medicamentos, porém o tratamento medicamentoso anti-
hipertensivo (principalmente drogas bloqueadores de canais de calcio e inibidor de
ECA) produz um aumento significativo de NO, mas os niveis de enzimas
antioxidantes permanecem baixos quando comparados com normotensos
(KHULLAR et al., 2004).

Outro aspecto interessante é a possibilidade de CER inibir a oxidacdo de
proteinas, o que foi verificado em cultura de célula endotelial através da formacao de
carbonila em presencga de ceruloplasmina (KRSEK-STAPLES, 1992).

Tabela 28. Resumo das diferengcas de balangco redox observadas entre
hipertensos e controles

Biomarcadores do balango redox Hipertensos Controles

CAT (anti-oxidante d 0

GPx (anti-oxidante)

GSH (anti-oxidante)

CER (anti-oxidante — pro-oxidante)

“ o « >
o | o «

MDA (dano oxidativo)

O fenbmeno do estresse oxidativo assim como o sistema anti-oxidante,
funcionam de forma integrada, com uma série de eventos co- e inter-relacionados.
Esta caracteristica e a complexidade destes processos requerem, necessariamente
uma discussdo ndo compartimentalizada. Além disso, ha que se considerar a
dualidade do ambiente redox: a obtencao de niveis elevados de anti-oxidantes néo é
necessariamente uma condicdo desejavel, e, tdo pouco, niveis reduzidos de anti-
oxidantes, deixa de ser uma condigao indesejavel, pois ambas podem resultar de
estresse oxidativo.

Embora n&o esteja claro se o estresse oxidativo da HAS primaria ou essencial
€ causa ou efeito, a ocorréncia do estresse oxidativo na hipertensao foi verificada

nesta pesquisa, corroborando estudos ja publicados.
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4.8 CONSIDERAGOES FINAIS

(1) O estabelecimento de critérios de selegdo adequados permite a
eliminacao de fatores interferentes no objeto do estudo e consequentemente, a
obtencao de resultados mais fidedignos.

(2) Os aspectos relacionados aos meétodos de analise desenvolvidos neste
estudo possibilitaram o reconhecimento da participacdo multidisciplinar na definicao
de processos bem como a verificagdo da complexidade na escolha, na técnica de

quantificacdo em si e na interpretacdo de biomarcadores de balango redox.
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Capitulo 5 - CONCLUSOES
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O estudo realizado permitiu concluir que:

Individuos hipertensos apresentaram ingestdo excessiva de energia e
soédio e ingestao deficiente de potassio, vitamina C, vitamina E, Cobre,

Selénio, Zinco e Fibras;

Individuos hipertensos apresentaram niveis sanguineos de CAT, GSH, e
MDA diminuidos e, niveis sanguineos de GPx e ceruloplasmina

aumentados, quando comparados ao controle;

A ingestao de vitamina C, Cobre e Zinco foi significativamente menor no
grupo hipertenso, quando comparados ao controle. Porém nao se verificou
correlacao, entre esse resultado e o conteudo em CAT, GSH, MDA, GPx e

ceruloplasmina;

Verificou-se associagdo positiva entre ingestdo elevada de vitamina C e

niveis diminuidos de ceruloplasmina, no grupo controle;

Embora os resultados obtidos neste estudo contrariem em parte a
literatura, cujos dados, em geral, sdo de niveis diminuidos de enzimas
anti-oxidantes e elevados de marcadores de dano oxidativo em individuos
hipertensos, a obtenc&o de niveis elevados de GPx e de baixos niveis de
MDA sao também concordantes com a hipotese de estresse oxidativo da
hipertensdo, uma vez que, (1) haveria maior demanda da enzima quando
em excesso de ONOO, espécie reativa essa caracteristica da
hipertensao, e, (2) com a maior concentracdo de GPx, cuja atuacao &
significativa sobre peroxidos, haveria diminuigdo da peroxidagao lipidica,
com consequente diminuicdo de MDA. Dai o estresse oxidativo da
hipertensdo, no que se refere a estes biomarcadores, seria explicado por

mecanismo alternativo.
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O balango redox, verificado em sangue, no grupo hipertenso estudado, é
concordante com a hipétese de estresse oxidativo da hipertensao, e nao
apresentou correlagcdo com dieta, apesar dos niveis de ingestdo dos

nutrientes relacionados com o balango redox estarem inadequados.

Os resultados obtidos poderao contribuir para a melhoria das condigdes de
saude dos pacientes, através de medidas de corregdo, utilizando a

ferramenta da educacéao nutricional.
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Capitulo 6 - PERSPECTIVAS
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Conforme comentado, ha necessidade de estudos adicionais, ligados
principalmente a deteccdo e quantificagdo de marcadores de dano oxidativo
provocados por ERN, como p.ex., proteinas nitradas. Outra relagdo importante
refere-se a razdo GSH/GSSG. Trabalhos nessa linha serao realizados.

Situagdes extremas podem ser analisadas, em comparagao com aquelas
normais, ou supostamente sob controle (no caso do hipertenso, em tratamento
medicamentoso regular), em um mesmo individuo. Neste sentido encontra-se em
submissao projeto “Estado redox de portadores de HAS em crise hipertensiva: uma
avaliagdo segundo técnicas bioquimicas, cromatrograficas, espectrofotométricas e
eletroanaliticas” a ser desenvolvido em colaboragdo com o Laboratério de Radicais
Livres do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, objetivando verificar o
balanco redox em sangue de hipertensos, quando em crise hipertensiva em
comparagcao com os mesmos hipertensos quando fora da crise hipertensiva. Para
tal, serdo analisados os biomarcadores SOD, CAT, GPx, GSH e GSSG e sua razéo,
em eritrécitos; TRF, CER, MDA, carbonila e 3-NO,Tyr 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 contribuicdes:

1) Para a populagao estudada:

Retorno para a populagdo estudada em aspectos relativos ao
diagndstico do estado nutricional, a qualidade da sua alimentagao,
dados que serao utilizados como instrumento de educagao nutricional,
bem como a importancia da regularidade no uso da medicacéo anti-
hipertensiva, inclusive no controle do estresse oxidativo. Esta € uma
perspectiva concreta, ja iniciada, e possivel de ser concluida em curto

prazo.
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2) Para o estudo de inquéritos dietéticos:

Contribuir através da experiéncia vivenciada, para o estabelecimento
de padrdes para o estudo da dieta e sua relagdo com a saude e a
doenga, com publicagdo dos resultados aqui obtidos, no fortalecimento
da integracao iniciada com outros centros envolvidos na discussdo do
estudo de validagdo 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 experiéncia vivenciada para fomentar estudos de
biomarcadores de balanco redox, no que se refere a especificidade, a
técnica e ao procedimento de coleta e determinagdo, bem como a sua

interpretacéo.

3) Para o estudo da Hipertensao Arterial Sistémica:

Contribuir para integrar areas inter-relacionadas através do
conhecimento  quimico,  bioquimico, clinico, nutricional e
epidemiolégico, da doenga crénica nao transmissivel de maior impacto

na morbi-mortalidade cardiovascular da populagao.

4) Para o ensino, a pesquisa e a extensao:

Fortalecer linhas de pesquisa em estudos afins intra-institucionalmente
envolvendo o Instituto de Quimica e Biotecnologia, a Faculdade de
Nutricdo, e o Hospital Universitario da UFAL, entre outros setores, com
a comunidade, com a participacdo de outros centros do estado, a
exemplo do LACEN e HEMOAL, bem como de Instituicdes parceiras de

outros estados, a exemplo do Instituto de Quimica da USP.
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Apéndice 1

Programagdo Coleta de Dados do projeto de pesquisa “Hébitos Alimentares e Estado Nutricional de Hipertensos e Diabéticos. Uma
Contribuiciio as Ac¢ies de Controle de Fatores de Risco Cardiovascular do HIPERDIA — MS do Municipio de Flexeiras — AL”

 Periodo/ Dias da semana

estavam em jejum)

estavam em jejum)

terca quarta quinta sexta
04 a 07 PSF 11 (zona rural) PSF II (zona rural) PSF IV (zona urbana) PSF 11 (zona rural)
Janeiro Fazendas Fazendas Clube municipal Fazendas
2005 Laranjeiras Vitoria da conquista Nova vida
Crioulos Cobras Peixinho
Caldeirdo Novo mundo Sido Jodo
Amolar Propria Mariazinha
Parariz Nova conquista Gibraltar
Santa Luzia Santana
Boa Hora Sitio do meio
Mauriti
23 hipertensos 9 hipertensos 89 hipertensos 38 hipertensos
11 a 14Janeiro PSF V (zona urbana) | PSF I (zona rural) PSF 111 (zona urbana) PSF 1 (zona rural)
2005 Clube municipal Usina Peixe Abrigo dos idosos Fazendas
Sacaldo
Sequiddo
80 hipertensos 24 hipertensos (10 ndo 96 hipertensos (6 ndo 11 hipertensos (5 ndo

estavam em jejum)




Apéndice 1

Programag@o da repescagem para Coleta de Dados do projeto de pesquisa “Habitos Alimentares e Estado Nutricional de Hipertensos e
Diabéticos. Uma Contribuigio as A¢des de Controle de Fatores de Risco Cardiovascular do HIPERDIA — MS do Municipio de Flexeiras

— AL”

Repescagem 1 Repescagem 2 Repescagem 3 Repescagem 4 Repescagem 6
18/01/2005 25/01/2005 29/04/2005 03/05/2005 16/06/2005

PSF I (zona rural) PSFsIIL, IV e V (zona | PSFsI, Il e V (zona | PSF V (zona rural) PSFsIIl,IVeV
Usina Peixe urbana) rural e urbana) Clube municipal (zona urbana)

Clube municipal Clube municipal Clube municipal

30 hipertensos 54 hipertensos 16 hipertensos 3 hipertensos 26 hipertensos




Apéndice 2

projeto de pesquisa “Habitos Alimentares e Estado Nutricional de
Hipertensos e Diabéticos. Uma Contribuicdo as Agdes de Controle
de Fatores de Risco Cardiovascular do HIPERDIA - MS do
Municipio de Flexeiras — AL”

Preparo para o exame de sangue para avaliacdo bioquimica

Jejum de 12 a 14 horas antes do exame

Manter dieta habitual

Evitar alcool nas Ultimas 24 horas antes da coleta

Evitar exercicios fisicos vigorosos nas Ultimas 24 horas antes da

coleta

projeto de pesquisa “Habitos Alimentares e Estado Nutricional de
Hipertensos e Diabéticos. Uma Contribuicdo as Agbes de Controle
de Fatores de Risco Cardiovascular do HIPERDIA - MS do
Municipio de Flexeiras — AL”

Preparo para o exame de sangue para avaliacdo bioquimica

Jejum de 12 a 14 horas antes do exame

Manter dieta habitual
Evitar alcool nas ultimas 24 horas antes da coleta
Evitar exercicios fisicos vigorosos nas ultimas 24 horas antes da

coleta



Apéndice 3

o I i

UNIVERSIQADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceio - AL, ca /C": /ns

S_enhor (a) Pesquisador (a),

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), reunido em 2 4 /C'—L /L.‘J’ e com
base no parecer emitido Pelo (a) relator (a) do processo n® 01323%/0024- 11
Sob o titulo _foaly (- Alimeat cown 2 ¢slade 1?.((&‘1[({'(:110{, A ‘jé-".(‘ht'f_,b.'}']-bﬂ_ 2 DL~

J(ﬁtt‘*) U @mf[u'f’u(&&b as _-"!cg:'e‘s ki (ol Fabonea e Rivo Cancd i -
Laswban, de fm‘f.mr(m A e )?hamr'd}-ma o Heraeinas - Al -

de sua autoria, vem por meio deste instrumento comunicar sua aprovacdo com base
noitem VII1.13, b, da Resolugdo n° 196/96.

Qutrossim, recomendamos a observancia do que consta na folha de rosto com
respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatdrios, bem como o]
atendimento da referida Resolugio, sobretudo no que se refere aos itens t, 1Iv e v,
(protegao ao sujeito) e das demais Resolugdes da CONEP /CNS, quando for o caso (™).

(*) Areas temdticas - speciais
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cmigoln Mavional d= Neion am flopaeiom o OORKD

= AAIMISTEL A 138, 843 - Conmine Munignal da Seris - £
Q FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
(versiin antubrof9 ) Par precachor o documents, uye as indicacdes da paginn 2,

| 1 Projeto de Pesquisa:

i Habitos Alimentares ¢ Estado Nulricional do Hipemtensos ¢ Diabélicos. Uma Contribuicdo ds Agics de Controle de Fatores de Risco Cardivvascular do

i1 HIFERDLA = M3 do Munivipio de Riexciras - Al
| 2 Anw do Conhecimenin (Vir rolagd no verso) 3. Cisdigo: 4. Nivel: (S6 areas do conhiceiments 4 )
[ Citneiee da Seade - NUTRICAO 405 EPIDEMIOLOGICO
f 5. Area(s) Temiitica(s) Especial (8) (Ver fluxograma no verso) 6. Codigo(s): 7. Fase: (86 dreatemdtica3) 1) 1I( )
[ it ey wo
i1 & Uniteamos: 3 opedies ) __ (ARTERTITC ] ‘ — o
—upeate Al SACE DIARCTES MELLITUS, AVALLA CAC NUTRIC 1A L
E T R R "y SUIEITOS DAPESQUISA 1. v1ke. . i, T
i1 2. Nimero de sujeilos 10, Grupos Especiais : <18 wnos { ) Portudor de Deficiéncin Mentul ( ) Embrifio Feto ( ) Reluglio de Dependéncin
Ma.Centro : {Eetudantes , Militares, Presididrios, etc ) ) Outroe (X)) Nia e aplica ( )
Tutal; 303
R ‘PESQUISADOR RESPONSAVEL :

If 11, Nome: Sandra Marv Lima Vasconeslos

i‘ 12, ldentidade:; 13.CPF.; 19.Endereo (Rua, 1.° ): Av Dr Hamilton Faleda, Cond. Chicarus da Lopoa, F/13.
i 401 998 - AL 332.573.2M- 13 Santa Amélia.

14, Nocionalidade: 15. Profissiio: 20. CE:; 21. Cidade: 22, UF.

Brusilcim Nutriciorastn 57080000 Maceid Alupony

16, ddaorr L iteslawsivy: L AT, T 23, Fesr: 24, Fuw

Mestre Professor Adjunto (82) 342 2201

p 18. Instituiclio a que pertenco: 25, Finail:
1 i ) STy . oo, BT

Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS J96/96 ¢ suas complemeniares. Copraweip-we o wilizir os

ultarlos sejem ples favordveis ou nfio. Aceitn as,
 ascouy) r

Termp de
materieis ¢ dados coletados exclusivaments pore os ling previstos no protocolo ¢ a publicer os res

i responsabilidades pela condugllo cientitica do prajeto acima.

i Daw: 4 1 12 1 260
Aszsightura

SRR S e ANSTITUICAQ'ONDE SERA REALIZADE 5 N S e
26. Nome: 29, Enderego (Rua, n¥): . . .
Seorerens Munisipal de Saidde ds Flonsirus R__PROF FCUSBERTO SANTNS 212 - (ENTRY)
27. Unidade/Orgio: 30. CEP: “1 31. Cidade: 32, UK,

—_— ST 9q5 000 Flexcirs Alugous
28, Participagfio Fstrangeira: Sim ( ) Nio (X ) 33. Fape: } 3. Fax.: -

then s Brmaid 3

35, Pogjekes Mdulliiition: Simd{ 3 N#s{X ) Nucionsld ) Inbrmwsions] £} {Anexsralive b delusemromptenny !h-g\l.v.'i-,u--
Termo de Compromisse ( do reshobsdvel pela imatitulclo ) :Declre que conlideo & cumpri Res. CNS 196/ & suus
Complomentares ¢ como csta inslituiglo lom condigdes para o desenvelvimento deste pm_j;:c: aulorize Yaa cf

Nome:  Mareo Antdnio Cavaleante da Cosla Cargo: Secretdrio de T dg de Flexe,

Datar, ‘(,‘J 142 10 oLl f ‘\“\_/
— Assinntura C, da Costa
s e et i e e ST Fi s PATROCINADOR: *Nito-se:anliea () e et
36. Nome: 39. Enderego = _
s% 37, Regponsdvel, 46, CEI: 41 Cidade: f 420U
38, CargoslFungfio: ; 43. Fone;
. 3 _COMITE DE ETICA:EM PESQUISA - CE (A
45. Data de Sntrada: 46. Registra no CLP: 47. Conclusto: Aprovado (| 48. Mo Aprovado{ )
G 72, iU C13pry/I00y- {1 Datn.zq o2 1 203 Data: / /
49. Reludrions) do Pesauisudor responsdvel previsiods) parw: .
acado 3 mies : Data: <4 /il fﬂm: 105 109
kneaminho a CONEP; 53. Coond MNome/ ff o>, el
S8, Cododos ozima pamm regizre ) £1, O projete pecs omlasdo TY\Anexars parccerconsubsiz
spreciagdio () & da H
52, Dula: I / ' Assinal N
— Gucala b 5\, G%ToR_ &
e e e L COMISSAQ NACIONAL DE ETICA'EM.P Ber: i
S4. N" Uxpediente : 56.Data Recebimento ; 57. Registro na CONED:
£5, Processo :

54, Observusioe:

FLUXOGRAMA PARA PESQUISAS ENYOLYENDO SERES HUMANOS (JANMY)



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.) Apéndice 4
(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntéri(o,a) da pesquisa e pelo responsavel)

“Q respeito devido a dignidade humana exige que foda pesquisa se processe apos
consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus
representantes legais manifestem a sua anuéncia a participagdo na pesquisa.” (Resolugdo. n°
196/96-IV, do Conselho Nacional de Saude)

B coooveoeecesieecaeassaeeeesses e s ea bbb SRR e RS R tendo sido
convidad(0,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo Habitos Alimentares Estado Nutricional
de Hipertensos e Diabéticos. Uma Contribuigio as agdes de Controle de Fatores de Risco
Cardiovascular do HIPERDIA — MS do Municipio de Flexeiras - AL , recebi da Profa Ms Sandra
Mary Lima Vasconcelos, do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Alagoas,
responsavel por sua execugdo, as seguintes informagdes que me fizeram entender sem dificuldades e
sem dividas os seguintes aspectos:

« Que 0 estudo se destina a avaliar a alimentagdo e o estado nutricional de pessoas que tem pressao
alta e diabetes (aglicar no sangue).

« Que a importancia deste estudo ¢ a identificar fatores de risco na alimentagdo e nos habitos de
vida (fumar, ndo fazer atividade fisica como caminhada, etc) de hipertensos e diabéticos do
municipio de Flexeiras para orientar as agdes do programa de controle da hipertensdo e do diabetes —
HIPERDIA, realizadas pelas equipes do Programa de Saide da Familia — PSF do municipio de
Flexeiras — AL.

» Que os resultados que se desejam alcangar s3o os seguintes: controlar fatores de risco
cardiovascular através de agdes de educagio em saude voltadas para mudangas no estilo de vida.

« Que esse estudo comegara em janeiro de 2005 ¢ terminard em dezembro de 2006.

» Que o estudo ser4 feito da seguinte maneira: (1) entrevista para saber dos habitos alimentares e de
vida, medidas do corpo (peso, altura, etc.) e coleta de sangue para medir agicar e gordura no sangue
com material descartavel feito por técnicos do laboratério de analises clinicas de Flexeiras - AL; (2)
andlise dos dados e divulgagdo dos resultados; (3) orientagdes através de consultas e palestras
educativas para modificar os fatores de risco observados (fumar, comer muito sal e comer muita
gordura, por exemplo)

« Que eu participarei das seguintes etapas: (1) coleta de dados, ou seja quando eu responder as
perguntas, quando for pesado(a), quando for “tirar sangue” (2) atividades de intervengdo, ou seja
quando os resultados serdo utilizados para dar orientagdo de saude. Por exemplo se eu estiver
comendo muito sal receberei orientagdo de como diminuir o sal na minha comida.

» Que ndo existem outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados

= Que os incomodos que poderei sentir com a minha participagdo sdo os seguintes: dor ou
desconforto na hora de retirar o sangue, coletado por técnicos do laboratorio de Flexeiras-AL.

» Que a participagdo no estudo ndo trard nenhum risco a minha saude fisica e mental. Participando
do estudo terei uma avaliagdo da minha saude.

» Que deverei contar com a seguinte assisténcia: médica, de enfermagem, de nutrigdo e social
sendo responséveis por ela: a equipe do PSF (médico, enfermeira, auxiliar de enfermagem e agentes
de saiide) da 4rea onde eu moro, bem como os participantes desta pesquisa (enfermeira, assistente
social, nutricionista e estudantes de nutrigdo e biomedicina e técnicos de laboratorio).

» Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo: conhecer os fatores de risco que
podem piorar minha press3o alta e/ou o meu diabetes e poder receber orientag¢do para modifica-los

» Que a minha participagdo serd acompanhada do seguinte modo: através de reunides com a
participagdo da equipe do PSF e se necessario através de visitas domiciliares

» Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

= Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também, que
eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo.




Apéndice 4
» Que as informagdes conseguidas através da minha participagdo ndo permitiro a identificagdo da
minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgagdo das mencionadas
informagdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.
=« Que eu deverei ser indenizado por qualquer despesa que venha a ter com a minha participagdo
nesse estudo e, também, por todos os danos que venha a sofrer pela mesma razéo, sendo que, para
essas despesas, foi-me garantida a existéncia de recursos.
Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagdo implicam, concordo em dele
participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA
SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o0,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto:
Bloco: /N°: /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:
Ponto de referéncia:

Enderego do responsavel, pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Instituigdo: Universidade Federal de Alagoas - UFAL, Centro de Ciéncias da Saude - CSAU,
Departamento de Nutrigo.

Enderego: Campus A.C. Simdes, Cidade Universitaria, Br 104 norte, Km 97

Bairro: /CEP/Cidade: Tabuleiro do Martins, 57072-970 Macei6 — AL.

Telefones p/contato: 214 1158/1160

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacdo no
estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.0.C. , Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria

Telefone: 214-1053

Flexeiras,
(Assinatura ou impressdo datiloscopica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo estudo
d(o,a) voluntari(o,a) ou responsavel legal (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)
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n.—‘ﬁ_—_ﬁ———m——-—-—.—_—__________._____-.;

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceié — AL, i / ] / ACH

Senhor (a) Pesquisador (a),

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), reunido em ¢4 /f ! /-'m e com
base no parecer emitido pelo (a) relator (2) do processo n° _coqaci, /2004 34
sob o titulo _f-lair  Auiveaifanfc _di Ptk Wy o

T - - PRSI e N o
jit iin---.f.'--,rqnf-‘ Aol Mg

L A \:i i"ll[?{f'\ii:{[-' Y Cureyyeds
- +

Ve (U -?{'.'F-r‘alur] Wit s vt d it Fin jrig f [/ -
I 1

,‘,‘;;‘_-,'“il-.r“- g4 = T f'“'-{,.'ul v 0y -
% ']

de sua autoria, vem por meio deste instrumento comunicar sua aprovacdo com base :
no item VIIL13, b, da Resolugio n° 196/96. 1

Outrossim, recomendamos a observancia do que consta na folha de rosto com
respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatérios, bem como o
atendimento da referida Resolugdo, sobretudo no que se refere aos itens Ill, IV e V,

(protecdo ao sujeito) e das demais Resolugdes da CONEP /CNS, quando for o caso (*).

Na eventualidade, de esclarecimentos adicionais este Comité coloca-se a
disposi¢ao dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas
éticos e exigéncias contidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas temdticas Especiais




o~ MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comissdo Naci

Sh " (versio outubre/99 ) Para preencher o documento, use as i

onal de Etica em Pesquisa - CONEP O'%q

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS o1

ndicagbes da pigina 2. Apéndice 5

Cromatrogificas, Espectrofi étricas e Eletroquimicas

1. Projeto de Pesquisa: Estado Antioxidanie de Portadores de Hipertensdo Arterial Priméria: Uma Avaliagdo Segundo Técnicas

Bioquimicas,

2. Area do Conlecimento (Ver relagdo no verso) Quimica 3. Cadigo: 1.06 4. Nivel: ( Sé dreas do conhecimento 4 )
5. Area(s) Temitica(s) Especial (s) (Ver fluxograma no verso) 6. Cadigo(s): 7. Fase: (S6 4rea temalica 3) F() 1)
He) v

tes, Hipertensdo arterial, Eletroanalise.

"PESQUISATSH

R

9. Numero de sujeitos 10. Grupos Especiais : <18 anas ( ) Portador d
No Ceni (Estudantes , Militares, Presidiarios, etc ) ( ) Qutros (X))
0 niro

Total: 150

Adultos Hipertensos e Normotensos

[ PESQUISADORRESPONSAY

e Deficiéncia Mental ( ) Embrido /Feto
Nio se aplica ()

( ) Relagdo de Dependéncia

(2) Maria Alayde Mendonca da Silva

ﬁoj “"’(&“"e” TF | @ 33 1084

12. Identidade: 13. CPF 19.Enderego (Rua, no) T A0
(1) M- IN436.-9stie| (1) {1y 766304 - 32 (R Ewzeco Accsth Vamdinlut MA, Fuel, fhacs, A
® OB @I 2B0-| DO BIISEN 6B | DR Jans L Gehusio 4881 /yon] (o Ha a4
14. Nacionalidade: 15. Profissdo: (1)Farmacéutica 20. CEP: o 21. Cidade: Maceié 22. U.F. Alagoas
Brasileira (2)Cardiologista (1)5I052-090
i 2) SHo>S o
16. Maior Titulagdo: 17. Cargo Professorag Pesquisadoras | 23. Fone: 24, Fax
(1)Pés- doutorado msm,i-- l"H;u:& \u (N RYES526 M.2MLE52 6
(2)Doutorado 2) 2) 3 }.‘},_ AoS4

18. Institui¢lo a que pertencem: Universidade Federal de Alagoas

25. Email: mofp@qui.ufalbr

del@uol.com.br

Termo de Compromisso: Declaro que conliego e cumprirci os requisilos da Res. CNS 196/96 € su

materiais ¢ dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo ¢ a icar os

responsabilidades pela condugio cientiﬁct do projeto acima. ?ﬁﬂ,’u
Data: '-—"_‘b.r"“! IQDO'

as complemen

pres. Comprometo-ni\a utilizar os
il feles favora is uwayclhceilo as
\J

26. Nufn-c: Universidade Federal ae Alagoas

= W]
de Maatnng

. .
27. Upidade/Orgdo; i to ¢ ! 30.CEP: 5975729 013,
Upid C.Crzéo uDechdwnwntu de Qludwe 531092 Q30

28. Participagdo Estrangeira: Sim ( ) Nao (X ) 33. Fone: 213 3¢

31. Cidade: 32 UF.
Macnd il Qo an
3. Fax: QM| SXY e

35. Projeto Multicéntrico: Sim( ) Nio(X) Nacional (X ) Internacional () (Anexar a lista de todos os Centros Participantes no Brasil )

—

Nome: VIAR(AAD ALVED PERE(RA CargoCH
Data: L)b / \‘LO :‘Zw {

2 W TEL

i PATROGINADO R

Termo de Compromisso ( do responsivel pela instituigio ) :Declaro que conhego ¢ cumprirei os requisitos da Res, CNS 196/96 ¢ suas
Camplementares e como esta institui¢o tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua cxecugdo

gr{}epartante

natdr@FN

3 i e # & 7 NAg: 4
36. Nome: CNPq/ CAPES/ FAPEAL/ HU-UFAL 39. Enderego 1
37. Responsavel: 40, CEP: 41. Cidade: 42, UF
38. Cargo/Fungio: 43. Fone: 44. Fax:
T COMITE DRI TI A EM BRSO OIS AL Gl T T 0 T
45. Dala de Entrada: 46. Registro no CEP: 47. Conclusio: Aprovado () 48. Nio Aprovado ( )
035 /_10 104 ®999J /2004 - 39 Dawa:04 /1] / o4 Data: I

49. Relatorio(s) do Pesquisador responsdvel previsto(s) para:
O 3 mtan Data: Q4 /4P / QY

Data: @4 / QX /0%

Encaminho a CONEP: 53. Coordenador/Nome_4
50. Os dados acima para registro ( ) 51. O projeto para :
apreciagdo ( )

52. Data; / / G— 5
A P “COMISSAQ NACIONAEDE BTIGA EMIBRIG T
54. N° Expediente : 56.Data Recebimento : 57. Registro ng CQ)NEP:
UF. <,
55. Processo : =

Anexar o parccer consubstanciado
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: Estado Antioxidante de Portadores de Hipertensdo Arterial Primédria: Uma Avaliagdo segundo
Técnicas Bioquimicas, Cromatogréficas, Espectrofotométricas e Eletroanaliticas.
Tese de Doutorado Profa Sandra Mary Lima Vasconcelos — Depto Nutrigdo / UFAL, Servico de Cardiologia

HU/UFAL,Dda CPGQB-UFAL
Orientador: Profa Dra Mariilia Oliveira Fonseca Goulart — Depto Quimica. Lab Eletroquimica / UFAL
Co-Orientador: Profa Dra Maria Alayde Mendonga da Silva (Depto Clinica Médica / UFAL, Servigo de Cardiologia

HU/UFAL);
Colaboradores: Profa Dra Mara da Silveira Benfato (Depto Biofisica Lab Estresse Oxidativo / UFRGS), Prof Dr Lauro

Tatsuo Kubota (Depto Quimica / UNICAMP)

CARTA DE INFORMAGAO AO PACIENTE E TERMO DE COMPROMISSO
| - Pessoas com presséo alta podem ter maior quantidade de radicais livres. Radicais livres séo
substancias que prejudicam a saude. Esta pesquisa procura avaliar a presenca de antioxidantes
que protegem as pessoas dos radicais livres, no sangue de quem tem presséo alta e de quem
néo tem pressao alta.
Il - Para que a pesquisa acontega, serd necessario examinar os pacientes em consuitas com
cardiologista e nutricionista no ambulatério do HU/ UFAL: exame clinico (historia familiar, social,
dietética, etc); exame fisico (medida da pressdo, peso, altura, exame de fundo do olho, etc);
exames de sangue e urina; eletrocardiograma.
Il - Todos os dados coletados serdo registrados no prontuario do paciente arquivado no
HU/UFAL, e o paciente tem livre e total acesso ac mesmo.
IV — As amostras de sangue, coletadas no laboratério do HU/UFAL serdo conservadas
adequadamente e enviadas para o Rio Grande do Sul e para o laboratério de eletroquimica da
UFAL para quantificar os antioxidantes. Os resultados seréo enviados de volta para o HU/UFAL e
arquivados nos prontudrios dos pacientes examinados.
V - Todos os pacientes terdo garantia de que suas perguntas serdo respondidas e suas duvidas
esclarecidas durante o desenvolvimento da pesquisa e terdo acesso total aos resultados.
VI — Todos os pacientes terdo o direito de se recusar a participar ou retirar o seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagéo alguma ou prejuizo ao seu cuidado.
VIl - O desenvolvimento da pesquisa e os resultados encontrados serdo conhecidos através de
publicacdo dos seus dados em congressos, revistas e similares, ficando garantido o sigilo no que
diz respeito a identificagdo e as informagdes confidenciais dos pacientes.
VIIl - Os hipertensos, apds a avaliagdo clinica e de exames laboratoriais, receber&o orientacéo
nutricional e prescricdo medicamentosa (esta, quando necessaria), segundo as orientagdes da
Sociedade Brasileira de Cardiologia para o tratamento da HAS.
IX — Os pesquisadores responséveis e seus enderegos s&o os seguintes:
Marilia Oliveira Fonseca Goulart - Laboratério de Eletroquimica - Departamento de Quimica -
Universidade Federal de Alagoas. Fone: 214.13889.
Maria Alayde Mendonga da Silva - Servico de Cardiologia — Hospital Universitario da
Universidade Federal de Alagoas. Fone: 322.2344 ramal 2102.
Sandra Mary Lima Vasconcelos - Laboratério de Eletroquimica - Departamento de Quimica -
Universidade Federal de Alagoas. Fone: 214.1389 OU Servico de Cardiologia — Hospital
Universitario da Universidade Federal de Alagoas. Fone: 322.2344 ramal 2102.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Apds tomar conhecimento do que esta escrito na carta de informacéo sobre os procedimentos da
pesquisa: Estado Antioxidante de Portadores de Hipertenséo Arterial Priméria: Uma Avaliagéo
segundo Técnicas Bioquimicas, Cromatogréficas, Espectrofotométricas e
Eletroanaliticas,eu

declaro que aceito participar do estudo.

Maceié de de 200__
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A 1)

ESTADO ANTIOXIDANTE DE PORTADORES
DE HIPERTENSAO ARTERIAL PRIMARIA:
UMA AVALIACAO SEGUNDO TECNICAS

BIOQUIMICAS, CROMATOGRAFICAS
ESPECTROFOTOMETRICAS E
ELETROANALETICAS
Pesquisa de Douterado

Curso de Pés-graduagdo em Quimica e Biotecnologia - CP6QB
Depto Quimica. Universidade Federal de Alagoas - UFAL.

AUTORA: Doutoranda Sandra Mary Lima Vasconcelos
ORIENTADORA: Profa Dra Marilia Oliveira Fonseca Goulart
CO-ORIENTADORA: Profa Dra Maria Alayde Mendonga da Silva

COLABORADORES:
Profa Dra Mara da Silva Benfato ¢ Dda Vanusa Manfredini
(UFRES);

Prof Dr Lauro Tatsuo Kubota (UNICAMP)

Aline Fidélis, Alane cabral, Antdnio Albuquerque (Lab EQ-UFAL)
Dra Eliana Wmdu-ll; Santa Rita e Dr José Benedito de Franca
Moura(Lab HU/NF

HEMOAL

SMS-Flexeiras- AL

Curso de Pés-graduagdo em Quimica e Bictecnologia - CP6QB
Depto Quimica. Universidade Federal de Alagoas - UFAL.

O que é pesquisa?

O que € estresse oxidativo?

pba

v [ ] O que protege

O que ndo protege
(Radicais livres)

O que sdo ?
JADICAIs
VRES

Por que as magds se tornam
escuras?
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Por que os metais enferrujam?

Por que envelhecemos?

HAS e estresse oxidativo

Triagem dos participantes da pesquisa

Maceis - AL (55)
Ambulatdrio - HU

Pesquisa de Campo

Outros: 2 Flexeiras e 9 Maceid. .
| TOTAL PARCIAL (1 grupo)= 38 participantes i

O que serd pesquisado?

ESTADO NUTRICIONAL
(antropometria, bioimpeddncia e dieta)

SANGUE
(marcadores de estresse oxidativo e
antioxidantes)

Como serd feita a pesquisa ?
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\Laboratdério de
Eletroquimica
Departamento

de Quimica

O exame de
bioimpedancia

Protocolo

O Exame
Fixagdo de eletrodos

emissores (fonte) e sensores
dispostos unilateralmente

no lado dominante
Jejum de 2 a 4 horas
Paciente em decubito
dorsal, bragos e pernas
afastados do corpo

Desengordurar pontos de
localizagdo dos eletrodos

[ O Preparo (na véspera) |
|+ Tomar 8 copos de dgua |

(~2L)na ra do
exame

+ Ndo fazer exercicios

vigorosos

" Ndo tomar bebidas

alcodlicas

|+ Ndo tomar café
|+ Sus er diuréticos

(HCT p.ex)
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O exame de
sangue

Preparo durante 4 semanas

- Ndo tomar Paracetamol (tylenol)
« Ndo tomar remédios do tipo vitaminas,

fortificantes, sulfato ferroso, etc

+ Manter a alimentagdo habitual
» Suspender bebidas alcodlicas

Preparo na véspera da coleta de
sangue

- Jejum de 12 a 14 horas
- Evitar exercicios fisicos vigorosos
- Manter dieta habitual

O inquérito dietético

Entrevista e avaliagdo do
inquérito dietético

O que vamos encontrar?




RN
{ /1 Ny Y
[ ( —Tj_/' b
\ AN i_:’ / /
- SIM N N
T /_‘_-hﬁ‘\‘
/ N / \\\ VRPN
§ = O Y N\ l o] &
| l " 1 J
f S/ N\ -/
\—/ N
— (/fmromnglo UTIL
/PARA O TRATAMENTO ™
/ DA HAS

Apéndice 7




Apéndice 8

UNIVERSIDAPE FEDERAL DE ALAGOAS N
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS ENATURAIS [EEEge W
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA E BIOTECNOLOGIA - PPGQB

Anilise do estado antioxidante em sangue. Pesquisa para tese de doutorado:
“Andlise de biomarcadores de estado redox em portadores de hipertensio arterial primdria: uma
avalia¢do segundo técnicas bioquimicas, cromatogrdficas e espectrofotométricas”

] 1

Nome: XX XXX XX XX XXX XX XXXXXXKKX csa: Al

Sexo: M F Data Nascimento: Idade:
Periodo e Local da Andlise: jun a out/ 2005. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Depto de
Biofisica. Laboratério de Estresse Oxidativo.

Enzimas Antioxidantes (em eritrécitos):
SOD (Super6xido Desmutase) K20 Ulghb (VR: 1102 a 1601 U/g/Hb)

GPx (Glutationa Peroxidase) Z;ﬂ 2§ U/gHb (VsR: 30 - 44 , 86 - 165 ¢ 86 - 165 Ulg/Hb)
CAT (Catalase) j% QP K U/ghb (VsR: 130 -192 €19 - 207 KU/g/Hb)

Antioxidante niio enzimitico (em eritrﬂcito):
GLUTATIONA 3 99 _mM (VR:1-11mM)
e —

Marcadores de dano Oxidativo : oy
MDA - Malondialdeido (em soro) i’, p) L_[ uM (VsR:2-3 e 1-2 Mmol/L)

Presenca de grupos carbonil em proteinas (em plasma) £; 1 (VsR: 0,4-1e1 nmol/ptna)

IMPORTANTE: Estes resultados nio devem e nem podem ser utilizados para diagnéstico e
estio restritos a pesquisa supracitada. Nio aug\;rizamos 0 seu uso para outros fins.

Profa Sandra

Profa Marilia O. F. Goulart (Orientadora), Profa Ma Alayde Mendonga (Co-orientadora).

Maceié, AL. 23/03/2006.
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00,00 000.00000.00000003

o
DF 1
' Cass/pos DATE: TIME:
.BC+Diff S 0000659 10/05/05 10:57:37
eqg: S/R 69 Sequencia: 000069
Data e Hora 10/05/05 10:17
!linica: AMB Idade: 24.11.69
‘ome : MARIA JOSETE
SexoF
‘omentario
Abnormal WBC Pop Normal RBC Pop Normal PLT Pop
BC 10.6 H 10"3/uL RBC 4.71 1076 /ul PLT 318 10°3/uL
HGB 13.8 g/dL PCT 0.281 %
E 55.6 % HCT 41.2 % MPV g.8 fL
e 21.5 % MCV 87.4 fL PDW 17.3 H (ratio)
2 4.7 % MCH  29.3 pg
(o] 18.0 H % MCHC 33.5 g/dL
A 0.2 % RDW 13.1 %
B 5.9 1073 /uls
¥ 2.3 10°3/uL RET% %
0 0.5 10°3/ulL RET# 1076 /uls
o) 1.9 H 10°3/uL
3 0.0 1073 /uL
SUSPECT FLAGS:
DEFINITIVE FLAGS:
Leukocytosis

Eosinophilia %
Eosinophilia # b
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T T D 0000000600000000.0800

— Dados informados: f

Data do exame: 11/11/2005 Altura: 151,0 cm Resisténcia: 595 ohm
~ Sexo: Feminino Peso. 57,3 Kg Reatancia: 57 ohm
Idade: 36 anos Nivel de Atividade Fisica: Leve

—— Dados calculados: }

Peso atual Percentagem atual Percentagem ideal
Agua corporal 29,0 Kg 51% de 50% a 60%
Massa magra 39,6 Kg 69 % de 73% a 79%
Gordura corporal 17,7 Kg 31% de21%a27%

Valor atual Valor ideal

Peso 57,3 Kg 51Kg a 55Kg
Peso em gordura 17,7 Kg 13 Kg
Peso em massa magra 39,6 Kg 40 Kg
Relagdo massa magra gordura 22:1 2,7 . 1 ou maior
Gasto Energético Basal: 1225 calorias Dieta Recomendada: 1200 calorias
indice de Massa Corporal: 25,0 Kg/m? Massa Celular: 15,9 Kg

— Conclusées: |

Reducdo de pesode 3 Kga 6 Kg
Taxa de perda de pes0:0,26 Kg / semana, com ingestdo de uma dieta de 1200 Kcal
e nivel de atividade atual.
O ideal seria perder 5 Kg de gordura e manter, ou mesmo aumentar, a sua massa

magra, com a realizag¢do de exercicios fisicos adequados.

Recomendagoes:
1 - ) Exercicios fisicos
2 - ) Dieta de1200 calorias por 18 semanas
O peso meta é calculado baseado na sua composi¢ao corporal, principalmente massa magra.

Em programagdo de ganho ou perda de peso, periodicamente, deve-se repetir o exame para
reavaliacdo da composigdo corporal, podendo ocorrer adequagéo do peso meta.

...-—4-’/- o
L cei (o (X

_

\

f\

Sandra Mary Lima Vasconcelos
Nutricionista - Prof.? Nut. Clinica
CRN 1140 - CIC 332.572.294- 15

44/i4/2805
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS
. INSTITUTO DE QUIMICA - 1Q
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA E BIOTECNOLOGIA - PPGQB

CONVITE

Reuniio para apresentagio dos resultados da pesquisa “Andglise de biomarcadores de
estado redox em portadores de hipertensio arterial primdria: uma avaliagdo segundo
técnicas bioguimicas, cromatogrdficas e espectrofotométricas”, realizada com voluntarios
do municipio de Flexeiras e de Maceid.

Local, Auditério do Hospital Universitario - UFAL
Data: 23/03/20006, (5° feira)
Hora: 08:00 H
Programagdo
o 08:00 H: Recepgio, entrega dos resultados dos exames aos voluntarios
e (8:15 H: Abertura
Prof*. Marilia Oliveira Fonseca Goulart: Orientadora/PPGQB/IQ/UFAL
Instituto de Quimica — UFAL
Prof*, M® Alayde Mendonga da Silva: Co-orientadora/PPGQB/IQ/UFAL
Faculdade de Medicina - UFAL
o 08:30 H: Apresentagdo dos resultados da pesquisa
Prof®. Sandra Mary Lima Vasconcelos: Doutoranda/PPGQB/UFAL.
Faculdade de Nutrigdo - UFAL
09:15 H: Discussdo
10:00 H: Apresentagiio do Ballet Folclérico de Flexeiras:Coreografado por Casinho,
Coordenador do Ballet e estudante de Teatro da UFAL
e 10:40 H: Encerramento ¢ Lanche de Confraternizagao.
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Andlise de Biomarcadores de Estado Redox em
Portadores de Hipertensdo Arterial Primdria:
Uma Avaliaglio Segundo Técnicas Bioquimicas,

Cromatogréficas e Espectrofotométricas

Sandra Mory Lime Vasconcelos

Oriemtadera; Profa Dra Morilia Qliveire Fonseca Boulart
Co-oriemtodera: Profa Dra Morie Aloyde Mendonga da Silva

Hasedd - AL, Margo R00%

O que é pesquisa?

O que € estresse oxidativo?

e O que protege

O que sdo ?
JADICAIS
VRES

Por que as magds se tornam
escuras?

Por que os metais enferrujam?




"o —

Por que envelhecemos?

E
—

HAS e estresse oxidativo

Como foi feita a pesquisa?

Flexeiras - AL
Maceid - AL

Selegdo dos hipertensos & #

Feaquiss de FPSLIS/ENPY/FAPEAL/ SESAL
ol e 03 “Hibiton olmenteres ¢ extado
TAE | \ mutriconn] de Rt & Sabdfioo
| 1 g vt buigls by eclien e conrule de

PRTTILE SO . % ——
e -

Selecdo dos controles

Processo de selegdo
— - 56l indi\r[du?s estudados

e

Cseon ”A
‘ ‘ J &

5& selecionados (9,9%)

— ——— 20 hipertensss
21 controles Flexeiras (C1)

15 controles Maceid (C2)

Avaliagdo clinica, bioguimica e antropométrica

1~2
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Aspectos éticos

+ Aprovagdio CEPE-UFAL
v TCLE

O que foi pesquisado?

ESTADO NUTRICIONAL E DIETA

v Apresentacdo do projeto para os (antropometria, bioimpedéncia e ID)

voluntdrios
¥ Resultados dos exames ESTADO REDOX
v Apresentagdo dos resultados para os (marcadores de estresse oxidativo e
voluntdrios e colaboradores antioxidantes em sangue)
Preparo na véspera:
Antropometria Tomar 2L dgua, ndo fazer Exame de
exercicio fisicos vigorosos, BIA

e suspender café e diurético

Entrevista e avaliagdo do
inquérito dietético

O exame de sangue

4 semanas antes Ma véspera

+ Mo tomar + Jejum de 12 a 14 horas
Parocetamal (tylenol) + Evitar exercicios

+ Mo tomar remédios figicos vigorasos
do tipa vitaminas, « Marter dieta habitual
fortificantes, sulfato
ferroso, ete

+ Manter a alimentagdo
habitual

- Suspender bebidas
aleodlicas
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Avaliagdo laboratorial

LEQ/UFRES:

05, 06 & 09/2005
r e

HU/UFAL: 050708 ¢ 10/2005

| mhﬁm_'l
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" A — 0 Hemogroma '
- e " Lab HUUFAL )
Emx AD, &5H
X 200 Hemdriag {
L X 200 Plarmg ,2rE0E e b 75 ezn.
Armazenads em 807 T LEO-UFEES
LLab Imurogendtics - HEMOAL 1% 500, sore
Treraporte Maceid-05 gelo seco _MEA, A
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urges  Experimental &
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"30’ Experimental " "% -
(Asc e MDA) g;r-;'.é
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HAS e estresse oxidativo

-~

s

!

=

v g
/INFORMACAO UTIL'.
/PARA O TRATAMENTO .
' DA HAS \

-
. -

O que encontramos?

Caracterizagdo dos grupos

estudados
Vamdvels Brupos de pacientes
Hipertensos (H] | Comtrole 1 (1) Cantrole 2 {£2)

Tdade (onoa) 4598 + 659 45854631 442 = 58T
) A/Z0 [TORIF | VSVELITLARIF | 12/18 [ BOWIF
(Famirims F BA20 (0NIM | BI2I(HENIM | VIB[ZO%IM
Meascutingc )

[ TME (Egm) 264245 26=294 23+25%

[ Colesters] sirico |I7OBE 1320 | 16101 + 2366 150 = 36,78

[ [masidL)

| BEcamia (mald) |BS = 10,14 8= 10,55 804152

|
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: _ Miseul/BIA
Caracterizagdo dos grupos Caracterizagdo dos - &
estudados grupos estudados e =
— ! ol
Hpartenece Enzrﬂ: T: ! [Ty o
l } ' fo| 1= : [ A
[CC (em |M422100 | 2248  [Mez82 I e B | et
e | L=tz . ap =
[ (e |B3Ra6h  |#WAz8 Wi | = e e T R |
: PR— T ]
[Adipes |m2i20 reB/31 Py L4 1 - - |
Ancrdide ‘pm [EmL) (o) - o |
e E “ fesed
| b

; 5073 2 - Caracteriza
O inquérito dietético qul‘.ﬁ:ﬂﬁs gripos
| Ingestia de Grupes de pockentes
| Mutrientes | bensos (M) | Comtrote 1{21) ControleZ (C2)
ne20/20 (IO0%) | mei7r21 BI%) r=13/15 (B7%)
F Calorias 153404 + 441 B8 {2200 64 + 106389 |1731,73 + 581 3
[Keal/dua)
Corboldratos | 229,04 - 4455 | 328 5 : 149 190,
{p"dh} 08 SAZET A 90TT
Protelnas BT AT = 26 Th 102 14 = 59 96 BO35= 24T
{g/dia)
Lipidias 485l IB30 | BA22: AZE] 5065 1974
lg/die)
| Vilemina € | 77 = 4168 1554 & 162 67 200+ 138 57

Caracterizagdo dos hipertensos segundo
terapia medicamentosa anti-hipertensiva

.m & pesologia
patientes &
L

| Hidrochorotiazids - HET, 23 mg |6 (30%)

Captopril 28 mg 3 [15%)

[Eptopel] B mg 2 (1o}

|HET il 4 [20%
PAS 139,28 :11.11mh@!‘uﬁm:§:::|$ ] {:mq}
PAD 35= 940 mm Hg HET 2%mg = Coptopril 28mg» |1 (%)

Prepenclsl 40 mg
Sem medicaglic 2 (M%)
| Tatal de pocientes 20 (200




Dl b L

Enzimas antioxidantes

Antioxidantes de baixa massa molecular

Proteinas de transporte de
metais de transigdo

O ambiente redox integrado

E T A0) T
mz i :
roTrTe) ¥

CER (A - pré-Dx) [T]4 |
rrvgrrere 5y

Perspectivas

Que frutos este trabalho deixou?




PapEes s =

Laboratdrio de
Eletroquimica
Instituto de
Quimica

Agradecimentos

Dé de ti

DA DE TI | QUANTO PUDERES:

O talento, o energia, o coragdo ..

D4 de ti para o5 homens ¢ as mulheres
Como as drvores e as fontes ddo,,

Mo somente o sapato que ndo queres
E a capa que ndo usas no verds

Dards sem refletir, sem ser notade,
De modo que ninguém diga: obrigade
Mem te deva dinheiro ou gratiddo

Se ndo com espanto, notards um dia,
Que viveste fazendo economia,
De talento, energia e coragle (Giuseppe Charone)




Nome:
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INQUERITO DIETETICO RECORDATORIO DE 24 HORAS
Cod: H()C()Data:_/ [ _

Sexo.___ DataNasc: __/__/ Idade: Entrevistador:

_Refeicao

Hora

Alimentos/ Preparacdes/ Ingredientes

Qt/ Medidas caseiras
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ESTADO ANTIOXIDANTE DE PORTADORES DE HIPERTENSAO
ARTERIAL PRIMARIA: UMA AVALIACAO SEGUNDO TECNICAS
BIOQUIMICAS, CROMATOGRAFICAS ESPECTROFOTOMETRICAS
E ELETROANALITICAS. Pesquisa para tese de Doutorado
Universidade Federal de Alagoas. Sandra Mary Lima Vasconcelos
(9991 6060, 342 2201, sandramary@uol.com.br)

Preparo para o exame de BIOIMPEDANCIA.
Na vespera:

Tomar 8 copos de agua (2 Litros)
N&do fazer exercicios vigorosos
Ndo tomar bebidas alcodlicas

Ndo tomar café (a bebida cafe)
Suspender diuréticos (HCT p. ex.)

H O O OH R

Preparo para o exame de sangue para dosagem de
antioxidantes e marcadores de ambiente redox.
4 semanas antes:

# Nao tomar Paracetamol (tylenol, etc)

# N3ao tomar remédios do tipo vitaminas, fortificantes, sulfato
ferroso, etc
# Manter a alimentagéo habitual
# Suspender bebidas alcodlicas
Na véspera:

# Jejum de 12 a 14 horas
# Evitar exercicios fisicos vigorosos
# Manter dieta habitual



Uma breve discussédo metodoldgica

~ Inquérito Dietético Recordatério de 24 h:

UGS e

® * A complexidade da dieta humana representa
um desafio para qualquer pessoa, que pretenda
estudar sua relagdo com a doenga’

(Willett, 1990, Lopez, 1995)

i Sandra Mary Lima Vasconcelos A ) )
NUT/UFAL @ “ O registro & avaliag8o precisos da ingestdc
”_:, alimentar sio os mais dificels aspectos de
i Maceit, dez/2004. (i abordagem nutricional (Crispim, 2003)
i I
f&i 1]
Recordatério de 24 horas
= — — VEnMAgENE | nconvEnEnies
" | Tempo de coletn & breve, em + Depende iolaimente da
" ® *Conhecer exatamente & ingestdo alimentar de . |apenas um inico contatocom | memdria da enrevisiado
Indices de respostes relafvamente | Difici
individuos & sempre uma tarefa complexa pelas ples o
: ptﬁlicns aHmmlam: astarem mergulhadas nas * |+ Periodo de tempo pré- Adsgucho da ngesifo dietética
| anishes sl as_da vida soclal envolvidas 3 |determinado. il pode ser valiada peis
© nos mais dwm mgniﬁmdna. desde o dmbito : EWWLT ww :
arala " 0%
as as pessoais, conferindo a st i w\
ammmdﬂdﬂdoquemuwm F—
#s  aborda-las por meio de métodos de investigagho b ou registo excessivo de slmentos I3
"' sobre consumo alimentar * (Garcia, 2004) ~ Naorepressniatvo do dieta usul
E'ﬂj . Imprecisia do temanho da porglo devido 8 emos de memana

Avaliagéo da performance do

Possiveis fontes de erros que podem distorcer

i Inquérito Dietético

, ® VALIDAGAC: Garantia de que a informagdo
medida reflete exatamante o que se pretende

in medir

¢ ® REPRODUTIBILIDADE: Capacidade que o metodo
tem de reproduzir o mesmo resultado quando
usado repetidamente nas mesmas circunstancias

' [ Boa reprodutibilidade  pobre validade
!-‘Lf! Boa validade nio terd pobre reprodutibilidade

1 |
I
7

as infarmagGes sobre ingestao alimentar:

A percepgéo do que se come
A memdbria do entrevistado

5 Os efsitos decorrentes da idads, sexo e ambients da

entrevista
A prépna coleta de dados
Variagio alimentar diaria, a sazonalidade

& habilidade do entrevistador & a disposifio do
entrevistado em colaborar




A membria

® A memoria saeletiva leva o sujeito a lembrar-se
dos alimentos mais aceitos sociaimente, ou a
‘» enfocar o consumo desejavel & pode, com isso,
subnotificar grandes quantidades ingeridas ou
supernotificar as pequenas quantidades

e
-

A percepao

# Uma pessoa ao revelar o que come, pode
manifestar uma idealizagBo de sua alimentagéo

descompasso entre o que a pessoa acha que
come e o que come, de modo a expressar um
sentimento de pertencer ao padrio alimentar
idealizado socialments

_ Representagdes sobre o consumo alimentar |
e suas implicagdes em inquéritos dietéticos
?‘; 1. Indugio do pesquisador em busca de quantidade e,

a Imprecisio do entrevistado

' 2. Flutuagdes nas representagbes sobre consumo
1 alimentar pelo mede de consumo relacionado a0
:"  tipodealimento

3. Representagdes sobre o consumo alimentar
Influenciados pelo entrevistador
| 4. Representacdes do consumo alimantar qua
' manifestam flutuagdes & contradigoes
¥ Garcia, 2004
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Fluxograma da coleta armazenamento e distribuicdo das aliquotas de sangue

1-.
|

‘coleta de sangue em
sistema vacutainer®

10 ml com heparina

"

f tubo verde | tubo vermelho

centrifugar Lab HU/Hematolegia | centrifugar
separar hemacias do Hemograma separar o soro
plasma ) Concentragdo HB
LEO UFRGS 7 Lab HU/UFALBioguimica
4 x 200ul de hemacias —  &c Urico, transferrina
(S0D, CAT, GPx e GSH) ceruloplasmina
LEC UFRGS LEO UFRGS
1 x 200 ul Plasma — b— 1 x 500 ul de soro

( carbonila ) (MDA e Vit C)

" HEMOAL

| Armazenar aliquotas em |
-80 °C até analise




Apéndice 14
FLUXO DOS EXPERIMENTOS PARA MEDIR ATIVIDADE DE GLUTATIONA (GSH),
GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) E CATALASE (CAT) EM ERITROCITOS

200 ul hemécia
10 ul. PMSF ( Fluoreto de Fenilmetilsulfonila)

1800 ul. TF (Tampdo Fosfato)

2010 uL
pS » Colhe ImL + 9 mL etanol = 10 mL
Caolhe 1 mL
GPx CAT / GSH
100 ul. Amostra 100 uL. Amostra 20 ul. Amostra +
il ‘ + _ 500 ul. TF
890 ul. Mistura 2800 ul. Mistura 100 ul.
10 uL. tBOOH 100 uL. Hy04 60 ul. GR
UV a 340 nm UV a 240 nm 200 uL. DTNB
cubeta de quartzo cubeta de quartzo UV a412 nm
Fator Diluigao 10 Fator Diluigdo 10’ Placa
Fator Diluigio 10°
Na planilha de calculo/EXCEL Calculo da ativ
1* coluna 2" coluna 3* coluna enzimética
GPx | Valorem Divide por Divide pela | Absortividada molar”
delta/min 0000622 Hb(g) de NADPH a 340 nm
& NADPHx FD 6,22 X 10° L mol” ¢cm”
CAT | Valorem Divide por Divide pela | Absortividada molar B
delta/min 0,00394 Hb{g) de H:O-a 240 nm
X 10 (FC%) & H202 0,00394mmol ' mm™’
GSH | Abs Amostra — Divide por Divide pela | Absortividade molar~
Abs Branco 0,0136 Hb(g) de NTBa412 nm
X 100 e NTB 13600M”

"segundo Andersen et al, Clin Chem 1997 43:4 562-568

B segundo Aebi H, Methods in Enzymol 1984 105: 121-126

Csegundo Ikediobi et al, Int ] Mol Med 2004 14:87-92

FD=fator dilui¢io; FC= fator de corregiio de queda da atividade por diluigéo do hemolisado
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FLUXO DO EXPERIMENTO PARA MEDIR ATIVIDADE DE
SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) EM ERITROCITOS

200 ul hemdcia

10 uL. PMSF ( Fluoreto de Fenilmetilsulfonila)
100 uL TF (Tampdo Fosfato )
1000 pL de solugdo salina 0,9%

1310uL
\“Colheip.L+ 120 uL TF = 125 pL __»  Colhe 5 pL de cada
paciente e coloca em cada pocinho da placa, aonde serdo adicionados 170 uL do substrato misto

Placa para leitura de SOD em espectrofotdmetro
123F4557391n1112

zlolmmlolo|w|>

Na planitha EXCEL, calculos segundo procedimento descrito no Kit.




Apéndice 16

FLUXO DO EXPERIMENTO PARA MEDIR

CARBONILA EM PLASMA HUMANO

100 ul plasma
10 pL. PMSF ( Fluoreto de Fenilmetilsulfonila)
300 uL TCA (Acido Tricloroacético)
410 pL centrifuga e despreza o sobrenadante, redissolve com 100puLde NaOH, adiciona 1000
ul_de DNPH (Di-nitrofenil-hidrazina) para as amostras € 1000 pl. de HC| para os brancos,
centrifuga, despreza o sobrenadante, redissolve em 300 uL. de TCA, coleta 5 uL da mistura ¢
adiciona 1000 pl. de etanol: acetato de etila , centrifuga e despreza o sobrenadante, resuspende
a amostra com 200 uL de guanidina, dissolve o precipitado, no vortex, centrifuga e coleta
150uL do sobrenadante de cada paciente e coloca em cada pocinho da placa.

22000 M em™” a
360 nm)

Placa para leitura de Carbonila em espectrofotdmetro
1 [2 [3 |4 |5 |6 [7 |8 |9 [10 (11|12
A
B
C
D
E
F
G
H
Planilha de calculo EXCEL
1* coluna 2° coluna 3° coluna 4 coluna
Carbonila | Abs Amostra— | Divide por 22000 Divide por 4000
Abs Branco (e carbonila Diluigdo da técnica




Critérios de selecdo dos pacientes: Grupo Estudo

Apéndice 17

Nome Data Data Idade | Sex |Peso |Alt [IMC |CC | DM | Fumo | Col | Glic | Obs
coleta Nascimento | set/05 | o
1 | Maria José Pereira da Silva (A2) 10/05/05 | 09/06/1958 | 47 F 653 | 1,52 | 2826 | 88 | ndo | niio 164 | 85 DH 334
2 | Miriam Ferreira da Silva (A3) 10/05/05 | 21/06/1963 | 42 F 596 | 1,51 | 26,14 | 84 ndo | ndo | 156 | 90 DH 414
3 | Maria Josete da Silva (A4) 10/05/05 | 24/11/1963 | 41 F 57,8 | 1,52 | 25,02 | 84 nio |ndo | 163 | 85 DH 337
4 | Severina Marcionila da Concei¢io(A6) | 10/05/05 | 05/07/1957 | 48 F 79,5 | 1,65 [ 2922 | 104 |ndo |nfo | 176 |90 DH 320
5 | Maria José da Conceigdio (A7) 10/05/05 | 19/03/1946 | 59 F 63,5 | 1,52 [275 |95 nio | ndo | 185 | Bl DH 315
6 | Maria Edleuza dos Santos Pereira (A8) | 10/05/05 | 15/06/1957 | 48 F 58,5 | 1,42 [ 29,10 |92 nido | ndo 185 | 86 DH 319
7 | José Ailton Rocha da Silva (B1) 10/05/05 | 17/02/1957 | 48 M [787 | 166 |28,6]1 [ 104 |ndo |ndo | 196 |74 DH 396
8 | José Henrique Lima (B2) 10/05/05 | 05/07/1948 | 57 M |84 1,68 12978 | 104 | ndo |ndo | 172 | 80 PSF V
9 | Norma Oliveira Alves(B3) 10/05/05 | 24/01/1946 | 59 F 60 1,51 (264 |77 nio |nio | 184 | 89 DH 177
10 | Valdo Venceslau (B4) 10/05/05 | 02/09/1965 | 40 M | 725 163 [2735 | 100 |ndo |ndo | 15985 DH 141
11 | Cicera Maria da Silva (B5) 10/05/05 | 26/10/1963 | 41 F 533 | 147 [2467 |86 |ndo [ndo | 154 |99 DH 293
12 | Josefa Aristéia da Conceigao (B8) 10/05/05 | 24/12/1947 | 57 F 552 [ 148 [252 |88 ndo | nio | 188 | 66 DH 51
13 | Genilda Araujo da Silva (B9) 10/05/05 | 27/05/1948 | 57 F 56,6 | 149 |2549 | 875 |ndo |ndo | 176 | 84 DH 165
14 | Pedro Amaro dos Santos (B10) 10/05/05 | 24/06/1960 | 45 M |635 1722152 |78 ndo | ndo 154 | 89 DH 426
15 | Cicero Marcelino da Silva (C1) 11/05/05 | 20/04/1949 | 56 M |60 1,63 | 22,64 | 91 nio | ndo 187 | 85 DH 44
16 | Maria de Fatima Bezerra Alves (C2) 11/05/05 | 16/03/1963 | 42 F 586 | 148 | 26,75 | 88 ndo | ndo | 171 | 83 DH 94
17 | Naidete Conceigdo da Silva (D10) 19/08/05 | 20/10/1950 | 54 F 61 1,54 | 25,7 |97 |ndo |ndo | 162 |93 DH342
18 | Cicera Vieira da Silva (D12) 19/08/05 | 26/02/1960 | 45 F 549 [ 1,53 |234 |85 ndo | nio 169 | 70 DHI104
19 | Neuza Araugjo (B11) 11/05/05 | 11/09/1951 |53 F 58 1,58 | 23 85 ndo | ndo | 163 | 100
20 | Jodo Oliveira (C8) 12/05/05 | 23/06/1945 | 60 M |59 1,60 |23 90,5 | ndio | ndo | 153 | 90
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cod
GE-A2
GE-A3
GE-A4
GE-AB
GE-AT
GE-AB
GE-B2
GE-B3
GE-B4
GE-BS
GE-BE
GE-BS
GE-B10
GE-C1
GE-C2
GE-D10
GE-D12
GE-B11
GE-C8

GC-AS
GC-A9
GC-B6
GC-B7
GC-C4
GC-C11
GC-D1
GC-D2
GC-D3
GC-D5
GC-D&
GC-D7
GC-D8
GC-Dg
GC-D11
GC-D13
GC-D16

no pcte

0O~ O G R

media
desvpad

mediana

W~ o Wk

10
1
12
13
14
15
16
17
media
desvpad
mediana

Legenda:

idade SEX0 IMC
47 F 28,26
42 F 26,14
4 F 25,02
48 F 29,22
69 F 275
48 F 291
57T M 29,78
59 F 264
40 M 27,35
41 F 24 67
57 F 252
BT F 25,49
45 M 21,52
56 M 2264
42 F 26,75
54 F 25,7
45 F 234
53 F 23,43
60 M 23,04

50,05263 2582158

71761486 2366315
38 F 22,01
40 F 23,356
45 F 24,06
49 F 2516
37 F 26,31
47 F 2541
54 M 2298
41 M 28,33
53 M 288
49 F 29,87
50 F 288
44 F 20,99
46 F 20,57
57 F 28,52
43 F 29,36
50 M 26,15
40 F 24,09

46,05882 25,64

5814536 3,114324

IMC=25<30

IMC>18,5 <25

GE:Grupo Estudo

GC: Grupo Controle

cal
1296,65
1728,87
2544,13
1139,26
853,75
1673,98
1529,76
1796,89
3177,9
1609,34
773,96
1811,44
2120,07
2889,04
1762,37
1714,58
1740,96
1389,01
25285
1783,656
634,9695
1714,58
1729.91
3157,72
2184,05
742,97
1402
2159,24
3605,93
3936,33
4684,38
132786
3683,98
2099,01
2556,44
2631,6
1382,1
2796,06
1111,95
2423,031
1109,964
2184,05

Apéndice 19

EERTmed EERTmin EERTmax

174547
1718.4
1716,73
1965 98
164571
1602,22
2361,75
1605,68
2113.81
163826
152276
167313
2122 97
1962 46
1688,23
16714
1669,22
171257
1862,25
1785,78
223,8954

172488
1814,36
161228
1578,52
1802,91
1727,04
1876,13
244898
2197.61
1813,37
218168

1742,5
1638,26
168198
1805,44
209192
178786

142147 208847
13054 20434
139273 204073
1641,89 228999
1321,71  1968,71
1278,22 1926,22
19683,75 275975
128168 192968
191581 2711,81
131426 196226
1228,76 1876,76
124913 189713
172497 252097
1564 468 236046
1384,23 211223
1347 4 1905 .4
134522 199322
1388,57 20386,57
1484,25 22080,25
media
desvpad
mediana
1400,89 204889
148035 213835
1288,28 193528
1254 52 1902,52
1478891 212691
140304 205104
157813 237413
205059 284699
179961 259561
148937 213737
185768 250568
14185 2066.5
1314,26 196226
135799 200599
1581,44 222944
1663,92 248992
146386 211188
media
desvpad
mediana
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HC(g) HC%  Lp(@ lp%  ptn(g) pina%
149 48 481 45,48 3,57 77.01 2375
253,29 58,6 56,84 28,58 63,66 14,72
384 57 60,46 76,44 27,04 a7.53 15,33
244 24 85,75 13,7 10,82 30,78 10,79
142,74 66,87 18,65 20,71 35,57 16.66
183,2 4377 72,2 38,81 787 18.32
22147 57,9 35,69 21,58 89,92 23,51
226,52 50,42 57,86 2898 93 44 208
4351 54,76 104,18 295 176,74 22,24
215,89 5365 55,74 3117 62,34 15,49
108,18 558 24,88 28,93 31,89 16,48
229,39 56,94 48,24 26,94 8573 21,28
346,48 6509 48,29 20,83 83,48 15,68
4383 60,68 91.41 2847 118,83 16,58
2528 5739 59,32 30,28 6277 14,24
243,66 56,84 52,55 27,58 69,1 16,12
268,46 61,68 39,88 2061 911 20983
21215 81,09 40,39 26,17 53,55 15,42
3468 54 86 72,03 2563 125,34 18,82
258,0421 5835526 5351474 26,59 80,34 17,79842 media
83,18007 8760372 23,086801 5871839 3510321 3,521384 desvpad
243 66 57.39 52,55 2758 77,01 16,59 mediana
24916 5781 50,83 26,48 84,53 19 54
48963 62,02 81,23 2315 121,86 1543
306,45 56,12 6517 26,85 105,25 19,27
11281 60,62 20,3 24 59 38.28 208
198,63 56,67 42,74 2743 56,7 16,17
308,51 5733 70,66 2845 86,07 15,94
421,19 46,72 135,28 33,76 182,46 20,23
430,07 43,7 160,78 36,76 219,68 22,32
600,93 51.31 161,681 31,04 22175 18,83
196,43 59,17 35,77 2424 56,08 16,89
879,37 629 82,33 20,11 165,85 18
276,62 5217 68,8 28,48 98,82 18,85
381,54 59,69 80,28 2826 8576 13,41
417,21 53,41 g8.62 23,46 96,48 14,66
229 52 58,42 3366 219 52 84 15,29
340,46 487 103,38 3327 129,55 18,53
164,79 5927 3439 27.83 36,01 12,95
335 53685 5660588 7623118 2753471 1081218 17.47118 media
141,2792 6259955 4264474 4477973 Ef 69476 2645678 desvpad
308.51 5781 68,8 27.43 96,48 18 mediana
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Tabela 4 — Correlagéo entre IMC e ingestfo de caloria sequndo o grupo

Grupo
Hipertensos Controle Total

rs =-0,435(p=0,063) rp,=-0,368(p=0,121) rs=-0,162 (p = 0,346)

rg=correlagdo de Spearman
re=correlagdo de Pearson.

Tabela 5 — Correlagdo entre segundo cobre e as variaveis relativas ao estresse
oxidativo segundo o grupo

Variavel Hipertensos Controle

CER rs = 0,250 (p = 0,302) rs = 0,135 (p = 0,606)
CAT rs =-0,124 (p = 0,614) rg =-0,230 (p=10,374)
GPx fs =-0,364 (p = 0,125) rs =- 0,076 (p=0,772)
GSH rs = 0,004 (p = 0,989) rs = 0,022 (p = 0,933)
MDA rs =-0,073 (p = 0,767) rs = 0,002 (p = 0,993)

rg= correlagio de Spearman

Tabela 6 — Correlagéo entre segundo ferro e as varidveis relativas ao estresse
oxidativo segundo o grupo

Variavel Hipertensos Controle

CER rs = -0,008 (p = 0,974) fp = -0,193 (p = 0,458)
CAT rp =0,064 (p=0,794) e =0,191 (p=0,464)
GPx r= =-0,035 (p = 0,887) rs =-0,266 (p = 0,302)
GSH rs = 0,161 (p = 0,511) re = 0,182 (p = 0,484)
MDA rs = -0,049 (p = 0,842) fs = 0,208 (p = 0,422)

rs=correlagéo de Spearman
re=correlacio de Pearson.
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Tabela 7 — Correlagéo entre segundo a vitamina C e as varidveis relativas ao
estresse oxidativo segundo o grupo

Variavel Hipertensos Controle

CER re = -0,278 (p = 0,250) rs = 0,480 (p = D,046")
CAT = =0,206 (p =0,398) rs =-0,203 (p = 0,434)
GPx r= = 0,168 (p = 0,492) rs = 0,084 (p = 0,749)
GSH rs =0,072 (p = 0,770) rs = 0,077 (p = 0,769)
MDA rs =-0,102 (p = 0,678) rs = -0,039 (p = 0,883)

(*) = Correlacfo significante diferente de zero ao nivel de 5,0%.
rg = correlagiao de Spearman
re=correlagdo de Pearson.

Tabela 8 — Correlagdo entre segundo zinco e as variaveis relativas ao estresse
oxidativo sequndo o grupo

Variavel Hipertensos Controle

CER e = 0,244 (p = 0,314) e = -0,248 (p = 0,340)
CAT e =-0,012 {p = 0,960) e =-0,104 (p = 0,690)
GPx re = 0,320 (p = 0,182) rs = -0,264 (p = 0,307)
GSH rg =-0,002 (p = 0,994) e = 0,101 (p=0,701)
MDA rs =-0,047 (p = 0,847) rs = 0,333 (p=0,191)

rs=correlagdo de Spearman
rp=correlagéo de Pearson.

Tabela 9 — Correlagao entre segundo legumes/verdura e as variaveis relativas ao
estresse oxidativo sequndo o grupo

Variave| Hipertensos Controle

CER rs = -0,246 (p = 0,309) rz = 0,137 (p = 0,600)
CAT rz = 0,581 (p=0,009) rs =-0441 (p = 0,077)
GPx rs = -0,428 (p = 0,068) rs = -0,309 (p=0,227)
GSH rs =-0,374 (p=0,115) rs = 0,184 (p=0,479)
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MS — HIPERDIA 1.2 Via: Enviar para digitacao

. PLANO DE REORGANIZACAO DA ATENCAO CADASTRO DO HIPERTENSO
A HIPERTENSAO ARTERIAL E AO DIABETES MELLITUS E/OU DIABETICO
Nome da Unidade de Saude (*) Céd. SIA/SUS (*) Numero do Prontuario

IDENTIFICAGAO DO USUARIO (*)

Nome (com letra de forma e sem abreviaturas) Data Nascimento Sexo

;s [IMOIF

Nome da Mée (com letra de forma e sem abreviaturas) Nome do Pai

Racga/Cor (TV) | Escolaridade (TV) | Nacionalidade Pais de Origem Data Naturalizagédo
] Brasileira [_]Estrangeira / /

N° Portaria UF Munic. Nasc. Nome Munic. Nascimento Sit. familiar/Conjugal (TV) | N° Cartdo SUS

DOCUMENTOS GERAIS

Titulo de Eleitor Ndmero Zona Série

CTPS Numero Série UF Data de /Emisséo /

CPF Numero PIS/PASEP | Numero

DOCUMENTOS OBRIGATORIOS (**)

Identidade Numero Complemento Orgao (TV) UF Data d/e Emiss/é]o
Tipo Nome do Cartério Livro
Certidao (TV)
Folha Termo Data de Emissao
/ /
ENDERECO (*)
Tipo Logradouro Nome do Logradouro Numero Complemento
Bairro CEP DDD Telefone

DADOS CLINICOS DO PACIENTE

Presséao Arterial Sistdlica (*) Presséao Arterial Diastdlica (*) Cintura (cm) Peso (kg) (*)

Altura (cm) (*) Glicemia Capilar (mg/d) | | | | — | |
| ] Em jejum |:| Pés prandial

Fatores de risco e Doengas concomitantes Nao Sim Presenca de Complicagdes Nao Sim

Antecedentes Familiares - cardiovasculares Infarto Agudo Miocardio

Diabetes Tipo 1 Outras coronariopatias

Diabetes Tipo 2 AVC

Tabagismo Pé diabético

Sedentarismo Amputagédo por diabetes

Sobrepeso/Obesidade Doenga Renal

Hipertensao Arterial

TRATAMENTO

N3o Medicamentoso: [ ]

Medicamentoso

Unidades/dia
Comprimidos/dia

Tipo 1/2 1 2 3 4 5 6

Hidroclorotiazida 25mg

Propranolol 40mg

Captopril 25mg

Glibenclamida 5mg Insulina

Metformina 850 mg

outros —1 siv 1 NAO

Data da Consulta (*) Assinatura do Responsavel pelo atendimento (*)
/ /
Legenda: (*) Campos obrigatérios, com exce¢do: nome pai; data naturalizagdo e n° portaria, se nacionalidade brasileira (nascido no Brasil); complemento,
DDD e telefone. (**) Pelo menos um dos documentos é obrigatorio. TV = Tabela no verso do formulario.

Ficha Cadastro Hipertenso Diabético 1via v3.1.doc 23/05/2002



VERSO DA FICHA DE CADASTRO DO HIPERTENSO E DIABETICO

Risco Estratificado e Quantificagdao de Prognéstico
Pressao Arterial (mmHg)

Outros fatores de risco
ou doenga

Grau 1
Hipertensao leve

PAS 140-159 ou PAD 90-99

Grau 2
Hipertensdao moderada

PAS 160-179 ou PAD 100-

PAS>/=180 ou PAD >/= 110

Grau 3
Hipertensao grave

109
. Risco baixo Risco médio Risco alto
|- Sem outros fatores de risco
11- 1-2 Fatores de risco . . . . . .
Risco médio Risco médio Risco muito alto
Il- 3 ou mais fatores de risco
ou lesdes nos érgdos-alvo ou Risco alto Risco alto Risco muito alto

diabetes

V- Condigbes clinicas
associadas, incluindo doenca
cardiovascular ou renal

Risco muito alto

Risco muito alto

Risco muito alto

Diabetes Tipo 1 — ocorre principalmente em criangas, jovens e adultos jovens. Precisam usar insulina para
controlar a glicose no sangue desde o momento do diagndstico.

Diabetes Tipo 2 — aparece geralmente apds os 40 anos de idade, freqlientemente em pessoas que tém 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 exercicio, 03 (trés) vezes por semana e néo faz
esforgo fisico pesado em casa ou no trabalho. Ex: faxina, lavagem manual de roupas, carrega carga pesada,

movimenta britadeira etc.

Sobrepeso ou Obesidade — classificagdo de acordo com a tabela:

Classificagao IMC (pesqt:lggnr;fjgg;lltura ao Risco de co-morbidade
Normal 18,5-24,9 Baixo
Sobrepeso 25,0-29,9 Pouco aumentado
Obeso Classe | 30,0-34,9 Moderado
Obeso Classe |l 35,0-39,9 Grave
Obeso Classe I >/=40,0 Muito grave
TABELAS DE REFERENCIAS
Raga/Cor 63 Cons. Reg. de Biblioteconomia
Cadigo Descricao Escolaridade 64 Cons. Reg. de Contabilidade
1 Branca Codigo Descrico 65 Cons. Reg. d<'a Corretores de
2 Preta 01 Nao sabe ler/escrever Imoveis
3 Amarela 02 Alfabetizado 66 Cons. Reg. de Enfermage_zm
4 Parda Fundamental incompleto 67 Cons. Reg. de Engenharia,
. . Arquitetura e Agronomia
5 Indigena 03 (1° grau incompleto) 9 gronom
68 Cons. Reg. de Estatistica
Fundoamental completo 69 Cons. Reg. de Farmacia
Certidao/Tipo 04 (“1/| 'g.rallj complletto) 70 Cons. Reg. de Fisioterapia e
Cadigo Descrigéo 05 oe 10 Incompieto Terapia Ocupacional
- (2° grau incompleto) —
1 Nascimento Médio completo 71 Cons. Reg. de Medicina
2 Casamer?to’ ‘ 06 (2° grau comF;)Ieto) 72 Cons. Reg. de Med. Veterinaria
3 Separagéo/Divorcio 07 Superior incompleto 73 Cons. Reg. de Musicos do
08 Superior completo Brasil —
Situagao familiar/Conjugal 09 Especializaggo/Residéncia 74 Cons. Reg. de Nutrigdo
Cadigo Descrigéo 10 Mestrado 5 Cons. Reg. de Odontolog_la
Convive c/ companheira(o) e 11 Doutorado 76 Cons. Reg. de Prof. Relagbes
L filho(s) 77 Cons R:gLJbélgaPssicologia
2| “lagos conjugats o/ iob ____Orgéo Emissor 76| Cons. Reg. do Quimica
Convive ¢/ companheira(o), Cédigo Descrigéo 79 Cons. Reg. de Repr.
3 filhos e/ou outros familiares 10 _____SSp Comerciais
Convive c/ familiares, sem 41 Ministério da Aeronautica 80 Cons. Reg. de Advogados do
4 companheira(o) 42 Ministério do Exército Bras!l
5 Convive ¢/ outra(s) pessoa(s), 43 Ministério da Marinha 81 Outros Emlssores_
sem lagcos consangiiineos 44 Policia Federal 82 Documento Estrangeiro
elou |agos Conjugais 60 Carteira de Ident. Classica
6 Vive s6 61 Cons. Reg. de Administracdo
62 Cons. Reg. de Ass. Social

Verso Ficha de Cadastro do Hipertenso e,ou Diabético_v2.7

26/06/02
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Anexo 2

GUIA ALIMENTAR

PARA A

POPULACADQ

BRASILEIRA

C Aliinentos

puré de batata

puré de inhame'
torrada salgada
torrada de fibras
torrada glaten
torrada (pao francés)

Alimentos

Peso (g)-

135,0
135,0
40,0
45,0
30,0
33,0

Verduras e Legumes
1 porgdo = 15kcal

abébhora cozida (menina, japonesa, moranga)

abobrinha cozida
acelga cozida

acelga crua (picada)
agrido

aipo cru

alcachofra cozida
alface

almeiréo

aspargo em conserva
berinjela cozida
bertalha refogada'
beterraba cozida
beterraba crua ralada
brécolis cozido

broto de alfafa cru
broto de feijio cozido
cenoura cozida (fatias)
cenoura cozida (picada)
cenoura crua (picada)
chuchu cozido
couve-flor cozida
couve-manteiga cozida
ervilha em conserva
ervitha fresca

ervitha torta (vagem)
escarola

espinafre cozido

jilé cozido

maxixe cozido'
mostarda

palmito em conserva
pepino japonés
pepino picado

pimentao cru fatiado (vermelho/verde)
pimentéo cru picado (vermelhojverde)

—6—

Peso (g)

53,0
81,0
85,0
20,0
130,0
80,0
35,0
120,0
65,0
80,0
60,0
25,0
30,0
42,0
60,0
50,0
81,0
35,0
36,0
36,0
57.0
69,0
42,0
13,0
19,5
11,0
83,0
60,0
40,0
120,0
83,0
100,0
130,0
116,0
70,0
72,0

continuagao

Medida caseira

2 colheres de servir
3 colheres de servir
4 unidades

4 unidades

5 unidades

6 fatias

Medida caseira

1 1/2 colher de sopa
3 colheres de sopa

2 1/2 colheres de sopa
9 cotheres de sopa
22 ramos

2 unidades

1/4 unidade

15 folhas

5 folhas

8 unidades

2 colheres de sopa

1 colher de sopa

3 fatias

2 colheres de sopa

4 1/2 cotheres de sopa
1 1/2 xicara de cha

1 1/2 colher de servir
7 fatias

1 colher de servir

1 colher de servir

2 1/2 colheres de sopa
3 ramos

1 colher de servir

1 colher de sopa

1 1/2 colher de sopa
2 unidades

15 folhas

3 colheres de sopa

1 1/2 cother de sopa
3 colheres de sopa

8 folhas

2 unidades

1 unidade

4 colheres de sopa
10 fatias

3 colheres de sopa
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Anexo 2

ANEXD C
continuagao

Alimentos ~Peso (@) Medida caseira
quiabo cozido 80,0 2 colheres de sopa
rabanete 102,0 3 unidades
repolho branco cru (picado) 72,0 6 colheres de sopa
repolho cozido 75,0 5 colheres de sopa
repolho roxo cru (picado) 60,0 5 colheres de sopa
ricula 83,0 15 folhas
salsdo cru 38,0 2 colheres de sopa
tomate caqui 75.0 2 1/2 fatias
tomate cereja 70,0 7 unidades
tomate comum 80,0 4 fatias
vagem cozida 44,0 2 colheres de sopa

Frutas

Aliment_‘os-.i Lo

abacate

abacaxi

acerola
ameixa-preta seca
ameixa-vermelha
banana-prata
banana-nanica
caju

caqui

carambola
cereja

damasco seco
fruta-do-conde
goiaba
jabuticaba

jaca

kiwi

laranja-baia
laranja-péra
limao

maga
mamao-formosa
mamao-papaia
manga

manga polpa
maracuja (suco puro)
melancia

meldo

morango
nectarina

péra

1 porcdo = 70kcal

: Pe’so"(g) ,

32,0
130.0
224,0

30,0
140,0

86,0

86,0
147,0
113,0
220,0

96,0

30,0

75,0

95,0
140,0
132,0
154,0
144,0
1370
252,0
130,0
160,0
141,5
110,0

94,5

94,0
296,0
230,0
240,0
184,0
133,0

—h—

Medida caseira

1 colher de sopa
1 fatia

32 unidades

3 unidades

4 unidades

1 unidade

1 unidade

2 1/2 unidades
1 unidade

2 unidades

24 unidades

4 unidades

1/2 unidade
1/2 unidade
20 unidades

4 bagos

2 unidades

8 gomos

1 unidade

4 unidades

1 unidade

1 fatia

1/2 unidade

1 unidade

1/2 xicara de cha
1/2 xicara de cha
2 fatias

2 fatias

10 unidades

2 unidades

1 unidade

I~
A el
[a]
O
o]
x
Q
[
<
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Anexo 2

GUIA ALIMENTAR

PARA A POPULACAODO BRASILEIRA

. Alimentos

Peso (g)
péssego 226,0
salada de frutas (banana, maga, laranja, mamao) 125,0
suco de abacaxi 125,0
suco de laranja (puro) 187,0
suco de melao 170,0
suco de tangerina 164,0
suco de uva (industrializado) 100,0
tangerina/mexerica 148,0
uva comum 99,2
uva-italia 99,2
uva-rubi 103,0
uva-passa 17.0
vitamina (mamao, maga, banana, leite) 125,0

“- - Alimentos. -

ervilha seca cozida

feijao branco cozido

feijao cozido (50% de caldo)
feijdo cozido (somente graos)
feijdo preto cozido'
grao-de-bico cozido

lentitha cozida

soja cozida

Feijoes
1 por¢do = 55kcal

Peso (g)

72,5
48,0
86,0
50,0
80,0
36,0
48,0
43,0

Carnes e Ovos
1 porcdo = 190kcal

- Alimentos Peso (g)
atum em lata 90,0
bacalhoada 75,0
bacalhau cozido' 135,0
Bife de figado frito 100,0
Bife enrolado 110,0
bife grelhado 90,0
camarao frito 80,0
carne assada {patinho) 75,0
carne cozida' i 80,0
carne cozida de peru tipo "blanquet” 150,0
carne moida refogada 90,0
carne seca 40,0
carré' 90,0
costela bovina assada’ 40,0

continuagio

Medida caseira

2 unidades

1/2 xicara de cha

1/2 copo de requeijio
1/2 copo requeijdo
1/2 copo de requeijio
1/2 copo requeijio
1/2 copo requeijio

1 unidade

22 uvas

8 uvas

8 uvas

1 colher de sopa

1/2 copo requeijdo

Medida caseira

2 1/2 colheres de sopa

1 1/2 colher de sopa

1 concha

2 colheres de sopa

1 concha média rasa

1 1/2 colheres de sopa

2 cotheres de sopa

1 colher de servico (arroz)

Medida caseira

2 colheres de sopa
1/2 porgao

1 pedago médio

1 unidade média’

1 unidade

1 unidade’

10 unidades

1 fatia pequena

4 pedacos pequenos
10 fatias

5 colheres de sopa

2 pedagos pequenos’
1 unidade média

1 pedago pequeno




ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O
CURSO DE DOUTORADO



CURRICULUM VITAE RESUMIDO
SANDRA MARY LIMA VASCONCELOS

Relatério de Atividades: julho/2002 a julho/2006

Ano de 2002

1) Participou do XXIl Congresso Pernambucano de Cardiologia e V Férum de Nutrigdo em
Cardiologia, na mesa redonda: Nutricie e Qualidade de Vida, ministrando a palestra "0 Papel
dos Antioxidantes na Preservag8o Cardiovascular’. 08 a 10/08/2002.Centro de Convengdes.
Recife - PE

2) Organizou e participou do IV Congresso Alagoano de Cardiologia e |l Jornada Alagcana
de Nutricdo em Cardiologia, 05 a 07/09/2002. Hotel Praia Dourada, Maragogi — AL

2.1 Realizago da jornada de nutrigio mediante projeto de auxilio & organizagéo de reunido
cientifica - FAPEAL, processo 2002.05.003-03

2.2 Conferéncia |- “Insuficiéncia Cardiaca Congestiva "

2.3 Temas livres apressntados

2 321 Estudo Ciclovoltamétrico do Antioxidante Quercetina.Vasconcelos SML, Moura MABF,
Goulart MOF.

2.3.2 Associag8o entre limiar gustativo ac sal e lesdes em drgéos-alvo (LOAs) em hipertensos
primarios

2.3.2 Uma experiéncia no acompanhamento nutricional de hipertensos diabéticos em parceria
com o programa de salde da familia - PSF

234 Calculo do consumo de calorias fotais, sodio, potdssic em hipertensos; método
convencional versus sistema de eguivalentes

2.3.5 Avaliacéo da adesdo a dieta: critérios aplicados a cardiopatas

2.3.6 Métodos de determinagic da gordura corporal em hipertensas néo obesas segundo IMC
2.3.7 Avaliagio da ingestdo de Na, K e Ca por inquérito alimentar e excreg&o urinaria de 24 h
em uma amostra de hipertensos

Ano de 2003

1) Participou da | Semana de Quimica da UFAL, apresentando o trabalho “Estudo
Ciclovoltamétrico do Antioxidante Querceting”, relacionado com o primeiro experimento em
elefroquimica, onde enfatizou a inter-relagfo entre a Quimica, a Nutricgo e a Cardioclogia, bem
como a importéncia das pesquisas interdisciplinares. 20 a 24/01/2003. Macei6-AL

2) Participou da comisséo julgadora de temas livres de nutrigBo em cardiologia para o 58°
Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiologia. 28/09 a 01/10/2003. Salvador-BA.

3) Publicou a 2® edigéo, revista e ampliada do livro:
VASCONCELOS, 5. M. L. Manual de Avaliagdo Nutricional de Enfermos nas Diversas Etapas
da Vida, 2 ed,, Maceid: EDUFAL. 2003, 148 p.

4) Participou da | Jomada de Nutrigio do hospital Governador Jodo Alves Filho.
Ministrando a conferéncia “Influéncia dos Antioxidantes no Tratamento da Doenga Cardiaca”.
05 e 06/08/2003. Aracaju-SE.

Ano de 2004

1) Participou da il Simpdsio de Nutricdo da Santa Casa de Misericordia de Maceid,
ministrando a conferéncia “Influéncia dos Antioxidantes no Tratamento da Doenga
Cardiaca”. 19e 20/03/2003 Maceid-AL.

2) Participou da Il Semana de Quimica, ministrando a conferéncia "Radicais Livres e Salde -
parte II", com a Profa Marilia Goulart. 19 e 20/03/2003. Maceic-AL.



3) Organizou e participou do V Congresso Alagoano de Cardiologia e lll Jornada Alagoana
de Nutrigdo em Cardiologia. 26 a 28/08/2004. Hotel Salinas, Maragogi — AL:

3.1 Realizagio da jornada de nutrigiio mediante projeto de auxilio & organizagao de reunido
clentfica - FAPEAL, processc 2004.06.299-0

3.2 Conferéncia: * O estresse oxidative na apoptose da ICC justifica a terapia antioxidante? *
3.3 Agonista da sessdo de controvérsias: Consumo de sururl e frutos do mar em
dislipidemicos.

3.4 Temas livres apresentado "Avaliagio do potencial antioxidante de flavondides via
eletroquimica’. SML Vasconcelos, MABF Moura, MOF Goulart.

3.5 Orientagdo dos temas livres apresentados por alunas de nutrigao

3.5 1 Gordura na dieta de uma populagdo da zona da mata alagoana: uma avaliagao a partir de
alimentos selecionados

3.5.2 Frequéncia de consumo e técnica de dessalga do charque adotada por uma populagéo
de hipertensos

3.5.3 Consumo de café e técnica de preparo empregada em ima populagéo de hipertensos
3.5.4 FreqUéncia de sindrome metabélica em pacientes atendidos no ambulatorio de nutrigio
do servigo de cardiologia do HU/UFAL

355 Perfil clinico-epidemiolégico dos hipertensos do municipio de Flexeiras-AL, segundo
dados do HIPERDIA/MS

3.5.6 Associagio entre IMC e obesidade androide em hipertensos do municipio de Flexsiras-
AL

3.5.7 Caracterizag8o de uma populagéo de hipertensos com sobrepeso e obesidade segundo

sedentarismo e tabagismo
3.5 8 Obesidade em adolescentes segundo antropometria e bioimpedancia elétrica

4) Participou da Il Semana do Nutricionista e lll Jornada de Nutrigio do CESMAC,
ministrando a palestra "0 uso de antioxidantes na protegéo cardiovascular: uma breve revisdo”.
31/08 a 03/09/2004. Maceid-AL.

5) Participou da | Jornada Interdisciplinar da Unidade de Emergéncia Dr Armando Lages.
5.1 Ministrou a palestra “Acidente Viascular Encefélico”. 10 a 12/11/2004 . Maceio-AL.
52 Apresentou o trabalho “Eletroguimica antioxidante de flavondides selecionados” SML

Vasconcelos, MABF Moura, MOF Goulart

6) Participou da XXI Congresso Brasileiro de Arritimias Cardiacas.

6.1: Agonista da sessdo de controvérsias: * O estresse oxidativo na apoptose da ICC justifica a
terapia antioxidante?" 01 a 04/12/2004 . Belo Horizonte-MG.

6.2 Apresentando temas livres:

6.2.1 Avaliagéo do potencial antioxidante de flavondides via eletroguimica. SML Vasconcelos,
MABF Moura, MOF Goulart.

6.2.2 Frequéncia de consumo e técnica de dessalga do charque adotada por uma populagéo
de hipertensos

6.2.3 Consumo de café e técnica de preparo empregada em ima populagdo de hipertensos
6.2.4 Frequéncia de sindrome metabélica em pacientes atendidos no ambulatério de nutricio
do servigo de cardiclogia do HU/UFAL

7) Publicagdes completas em anais de congresso
8.1 Goulart, MOF, Moura MABF, Vasconcelos. SML Estudo eletroquimico do antioxidante

quercetina, em meio aprético. Livro de resumos, ORG-09. XIV SIMPOSIO BRASILEIRO DE
ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA, Terezépolis, RJ, 2004 — resumo/

Ano de 2005

1) Organizou o Simpdsio de Atualizagdo em Sindrome Metabélica, realizado pela SBC
(Sociedade Brasileira de Cardiologia) — AL. 27/01/ 2005. Auditério da Sociedade de Medicina
de Alagoas. Maceio-AL e ministrou palestra "A prescricao dietética baseada em evidéncias
cientificas”.



2) Participou da Banca de Avaliagdo das Monografias do Curso de Pés-Graduagao Latu
Sensu em Clinica e Terapéutica Nutricional, do IPCE-SP. 18 e 15/07/2005. Maceié-AL

3) Participou do XXV Congresso Norte-Nordeste de Cardiologia e IX Simpésio de Nutrigdo
em Cardiologia. 08 a 11/06/2005. Centro de Convengdes da Bahia, Salvador — BA:

3.1 Debatedora do coldquio “Orientagéo dietética em cardiclogia. Quais as dificuldades para
aderir 7

3.2 Coordenadora da sessdo de controvérsias “Contagem de carboidratos — aplicabilidade na
nutrigao”

3.3 Apresentadora do tema livre pbster "Avaliagéo do potencial antioxidante de flavondides via
elefroguimica ”

3.4 Apresentadora do tema livre oral “Perfil glicémico antropométrico de uma populagéo
diabética atendida pelo programa HIPERDIA-MS do municipio de Flexeiras — AL"

3.5 Apresentadora do tema livre poster “Freguéncia de hipertrigliceridemia em pacientes com
obesidade abdominal atendidos pelo programa HIPERDIA-MS do municipio de Flexeiras — AL"

5) Organizou o Curso de Contagem de Carboidratos, para medicos cardiclogistas e
endocrinologistas, nutricionistas, enfermeiros e estudantes de medicina, nutrigdo e
enfermagem, promovido pela PREVENTA-SP. 27 de agosto de 2005. Auditério do HU/UFAL.

Maceio-AL:

6) Participou do 60° Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiologia € X Férum de
Nutrigo em Cardiologia. 18 a 21/09/2005. Centro de Eventos FIERGS, Porto Alegre — RS:
6.1 Apresentadora do tema livre pdster “Avaliagdo do potencial antioxidante da mangiferina
(mangifera Indica L) via eletroquimica em meio lipofilico” Goulart, MOF, Moura MABF, Trevisan,
MTS, Vasconcelos. SML

6.2 Apresentadora do tema livre péster “Caracterizagio de uma amostra de hipertensos
segundo consumo de frutas e vegetais, obesidade, glicemia e perfil lipidico™

7) Organizou e ministrou palestra no Il Simpésio Macional de Hipertens&o Arterial, realizado
pelo departamento de Hipertensdo da SBC (Sociedade Brasileira de Cardiologia) — AL. 13 a
15/10/ 2005. Hotel Ritz Lagoa da Anta. Maceio-AL:

7 1 Conferéncia I Cuidado Nutricional na HAS: Antioxidantes atenuam de fato?

7.2 Conferéncia II: O desafio no tratamento ndo medicamentoso da HAS: Como eu prescrevo a

dieta para o hipertenso?

8) Ministrou a palestra/oficina “Dieta para Hipertensos” para pacientes do PAM Salgadinho.
20/10/2005. Auditério do PAM Salgadinho, Maceit — AL

9) Ministrou a palestra/oficina “Dieta para Diabéticos” para pacientes do PAM Salgadinho.
10/11/2005. Auditorio do PAM Salgadinho, Maceid — AL.

10) Publicagbes

10.1 Vasconcelos, SML; Moura, MABF, Goulart, MOF. Avaliagio do potencial antioxidante da
mangiferina (mangifera Indica L) via eletroguimica em meio lipofilico. Arg. Bras. Cardiol.
85:SIV, 172. 2005 /Apresentado ao 60° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, Porto Alegre, 2005 — resumo/

10.2 Vasconcelos, SML: Oliveira, AC: Sampaio, BGB;, Omena, CMB; Vieira, EDF; Costa, GaO;
Melo, JL; Moreira, MA; Rocha, NV; Jesus, TCL Caracterizagéo de uma amostra de hipertensos
segundo consumo de frutas e vegetais, obesidade, glicemia e perfil lipidico. Arq. Bras.
Cardiol. 85:SIV, 171. 2005 /Apresentado ac 60 CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, Porto Alegre, 2005 — resumo/

Ano de 2006

1) Participou das bancas examinadoras dos 6 TCCs sob sua orientacio (ver atividades
2005/2006), bem como dos TCCS abaixo relacionados (avaliados em abril de 2008):

a) “Produtos de glicagdo avangada (AGEs) na alimentagdo e as complicagbes cronicas do
diabetes”

b) “Célcic: uma revisao”



2) Apresentou os resultados da pesquisa de tese de doutorado para os pacientes
estudados “Andlise de Biomarcadores de Balango Redox em Portadores de Hipertenséo
Arerial Priméria: Uma Avaliagdo Segundo Técnicas Bioguimicas, Cromatograficas e
Espectrofotométricas”. Aud. HU-UFAL. 23/04/2006

3) Membro da comissdo julgadora de temas livres de nutricdo em cardiologia para o 61°
Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiologia, a ser realizado em outubro de 2006, em

Recife. Avaliados em Maio de 2008.

4) Participou do Curso de SPSS, realizado na disciplina Bioestatistica do Mestrado em
Ciéncias da Salde — UFAL, com carga heréria de 16 horas, em Maio de 2006.

5) Ministrou 0 médulo “Estresse oxidativo e defesa antioxidante’ na disciplina Bioquimica do
Programa de Pés Graduagdo em Nutrigdo, da Faculdade de Nutrigdo — UFAL. 17/05 e

14/06/2006.

6) Organizou e participou do XXVI Congresso Norte-Nordeste de Cardiologia e IV Jornada
Alagoana de Nutrigdo em Cardiologia. 08 a 10/06/2006. Centro de Exposigdes, Macseid — AL:
6.1 Realizagdo da jornada de nutrigdo mediante projeto de auxilio a organizacdo de reunido
cientifica - FAPEAL, processo 200060331546-1

6.2 Conferéncia |: “Selénio, selenoproteinas e prote¢ao cardiovascular”.

6.3 Conferéncia |I: “Efeito de fatores dietéticos na oxidagédo de particulas de LDL".

6.4 Orientaco dos temas livres apresentados por alunas de nutrigo

6.4.1 “Perfil lipidico e antropométrico de hipertensos e diabéticos do municipio de Flexeiras-
AL

&.4.2 "Perfil clinico-nutricional de pacientes portadores de Diabetes mellitus”

6.4.3 “Consumo de frutas, verduras e legumes, em uma populag@o de hipertensos e diabéticos
do municipio de Flexeiras — AL"

6.4.4 “Principais fontes lipidicas na dieta de uma populag&o hipertensa dislipémica da zona da
mata alagoana”

6.4.5 “Fontes de carboidratos na dieta de uma populag@o hipertensa dislipémica da zona da
mata alagoana”

6.4.6 * Consumo de chargue e impacto das técnicas culinérias de dessalga adotadas por uma
populacdo de hipertensos”

8.4.7 “Consumo de alimentos processados em uma populagéo de hipertensos e diabéticos do
municipio de Flexeiras — AL"

6.4.8 “Avaliagio da reserva de gordura de individuos n&o-obesos através da bioimpedancia
elétrica e das dobras cutaneas”

6.4.9 “Perfil da ingestéo de fibra dietética em uma populacdo de hipertensos e diabéticos
portadores de dislipidemias’

6.4.10 "Prevaléncia de Sindrome Metabdlica em hipertensos de um municipio da zona da mata
alagoana’

7) Ministrou aula sobre “Estresse oxidativo e defesa antioxidante” na disciplina Introducgéo a
Nutrigdo Clinica do Curso de Graduagdo em Nutri¢do, da Faculdade de Nutrigdo - UFAL.
20/06/2006.

8) Co-orientagéo de projeto de dissertagdo de mestrado (Programa de Pés Graduagdo
em Nutricdo, da Faculdade de Nutrigdo — UFAL); “Andlise dos diterpenos cafestol e kaweol
em café segundo técnicas de preparo e associagio da sua ingest&o com o perfil lipidico de
hipertensos efou diabéticos de Flexeiras — AL’ da mestranda Fabiana Accioly de Lima,
2006/2008.

8) Publicagdes

9.1 Vasconcelos, SML: Tatsuo Kubota, LT, Moura, JBF; Manfredini, V; Benfato, MS; Goulart,
MOF. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, anti-oxidantes e marcadores de dano
oxidativo em sangue humano: principais métodos analiticos para sua determinac&o. Quimica
Nova. 2006 (submetidas, reenviadas apos corregbes, aguardando parecer final)

9.2 Vasconcelos, SML: Silva, MAM; Goulart, MOF. Pré-antioxidantes e antioxidantes de baixo
peso molecular oriundos da dieta: estrutura e fungo. Nutrire. 2006. Aceito CN278.



10) Apresentagdes em congressos aprovadas

Avaliagdo do sistema enzimético antioxidante em sangue de portadores de hipertenséo arterial
sistémica priméaria. SML VASCONCELOS, MOFG GOULART, MAM SILVA, MS BENFATO, V
MANFREDINI, G FONTES, MAA OLIVEIRA. TL oral n. 648. 61°. Congresso Brasileiro de
Cardiologia e XXI| Congresso Sul-americano de Cardiologia. 21 a 25/10/2006. Recife-PE

Ano de 2005/2006

1) Aprovagdo (Edital MS/ICNPQ/SESAU-AL/IFAPEAL — N° 001/2004), execucdo e apresentagdo
de resultados parciais do projeto de pesquisa para o SUS "Hébitos alimentares e estado
nutricional de hipertensos e diabéticos. uma contribuigdo as aglies de controle de fatores de
risco cardiovascular do HIPERDIA — MS do Municipio de Flexeiras — AL"

2) Orientag@o dos trabalhos de Conclusdo de Curso (TCCS), realizados dentro do projeto
supracitado:

2.1Perfil lipidico e antropométrico de pacientes hipertensos e diabéticos do municipio de
Flexeiras — AL (orientanda, Adriana Toledo de Paffer).

22 Perfil clinico-nutricional de pacientes portadores de diabetes mellitus, cadastrados no
sistema HIPERDIA — MS e acompanhados pelo programa de saude da familia (PSF) no
municipio de Flexairas — AL (orientanda, Gabriela de Queiroz Costa).

2 3 Consumo de café e teor de diterpenos segundo método de preparo empregado em uma
populagio de hipertensos (orientanda, Fabiana Accioly de Lima)

2.4 Consumo de chargue e iécnicas de dessalga adotadas por uma populagao de hipertensos
{orientanda, Evla D'Arc Ferro)

2.5 Prevaléncia de sindrome metabdlica em hipertensos de um municipio da zona da mata
alagoana (orientanda, Alane Cabral de Oliveira)

2.6 Consumo de frutas, verduras e legumes em uma populagdo de hipertensos e diabeticos do
municipio de Flexeiras — AL (orientanda, Nailza Vitor da Rocha)





