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RESUMO

Introducio: O estresse oxidativo (EO) ¢ associado ao aumento da
morbidade e mortalidade em pacientes submetidos a hemodialise (HD).
A ingestdo de alimentos antioxidantes ¢ uma alternativa promissora para
se diminuir os danos celulares oxidativos. A maca (Malus domestica
Borkh) ¢ uma fonte de nutrientes e compostos polifendlicos. Efeitos
antioxidantes com o consumo de maca, foram relatados em intervengdes
com individuos saudaveis, resultando em aumento das defesas
antioxidantes e diminui¢do dos marcadores de EO. Objetivo: Avaliar os
efeitos do consumo de macd, na forma de suco € in natura, da variedade
Fuji, nos marcadores antioxidantes e oxidantes, pardmetros bioquimicos
e tolerancia em pacientes submetidos a HD. Método: O estudo
caracterizou-se como de intervengdo, do tipo antes e depois, sendo
dividido em dois ensaios. No primeiro ensaio, 6 pacientes adultos,
consumiram agudamente, apds a sessdo de dialise, 300 e 150 mL de
suco de macd (SM), em dois dias diferentes, separados por um periodo
de 3 semanas. Amostras de sangue foram coletadas nos periodos
baseline, 30 minutos ¢ 60 minutos apds o consumo de SM. Foram
quantificados os marcadores antioxidantes, capacidade antioxidante total
(CAQOT), acido ascorbico (AA), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), superoxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida; os
marcadores oxidativos, estado oxidante total (EOT) e indice de estresse
oxidativo (IEO) e os pardmetros bioquimicos, potassio, acido urico e
glicose. No segundo ensaio, 16 pacientes adultos consumiram
diariamente, apds a sessdo de didlise, duas unidades de mag¢a (~360g),
durante 7 dias. As amostras de sangue foram coletadas no baseline e no
8° dia apos o consumo da mag¢a. Foram quantificados os marcadores do
primeiro ensaio, acrescido dos marcadores frutosamina e fosforo. Além
disto, nos dois ensaios do estudo, a fim de observar a tolerancia ao
consumo da maga, os participantes foram questionados sobre a presenca
de efeitos colaterais. Resultados: Comparado ao baseline, o consumo
de 300 mL de SM aumentou as concentra¢des de acido ascorbico (p =
0,001) e da atividade eritrocitaria da enzima SOD (p = 0,015). Os niveis
de acido trico (p = 0,003) e de potassio (p = 0,004) também
aumentaram. Ambas doses de SM, ndo inibiram o aumento significativo
das concentragdes do EOT (p = 0,048; 300 mL) e os valores do IEO (p =
0,012; 150 mL). No segundo ensaio, consumo de mac¢d aumentou a
atividade eritrocitaria das enzimas GPx (p = 0,002) e SOD (p = 0,012);
assim como as concentragdes de AA (p = 0,001). Os niveis séricos de
potassio, fosforo, acido trico, glicose e frutosamina aumentaram, porém



sem significancia estatistica. Adicionalmente, houve diminui¢do na
atividade da enzima CAT (p = 0,007), nos valores da CAOT (p = 0,001),
aumento nas concentracdes do EOT (p = 0,002) e IEO (p = 0,007).
Conclusido: Nos dois ensaios do estudo, o consumo de mag¢ad Fuji foi
tolerado e melhorou o estado antioxidante em pacientes submetidos a
HD. Apesar das intervengdes ndo extrapolarem os limites de referéncia
para a populagdo submetida a hemodialise, a macd demonstrou menor
alterag¢do nas concentragdes séricas de potassio quando comparada ao
suco.

PALAVRAS CHAVE: ma¢d; hemodialise; estresse oxidativo; potassio.



ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress (OS) is associated to increased
morbidity and mortality rates in hemodialysis (HD) patients. The
consumption of antioxidant foods is a promising alternative to decrease
oxidative cell damage. Apple (Malus domestica Borkh) is considered a
source of nutrients and polyphenolic components. Antioxidant effects of
apple consumption have been reported in interventions with healthy
individuals, resulting in increased antioxidant defense and decreased OS
markers. Objective: To evaluate the effects of apple consumption, both
in natura and in juice, on antioxidant and oxidant markers, biochemical
parameters, and tolerance in HD patients. The apple variety chosen was
Fuji. Method: This was a before-after intervention study divided into
two stages. In the first stage, six adult patients acutely consumed, after
the dialysis session, 300 and 150 mL of apple juice (AJ) on two
different days, separated by a washout of 3 weeks. Blood samples were
collected at baseline periods, 30 minutes and 60 minutes after AJ
consumption. The following antioxidant markers were analyzed: total
antioxidant capacity (TAC), ascorbic acid (AA), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and
reduced glutathione; the oxidant markers total oxidant status (TOS), and
oxidative stress index (OSI); and the biochemical parameters potassium,
uric acid, and glucose. In the second stage, 16 adult patients consumed
daily two units of apple (~360g) after the dialysis session during 7 days.
Blood samples were collected at baseline and on the 8th day after apple
consumption. First stage markers, as well as fructosamine and
phosphorus, were quantified. Moreover, in both stages, in order to
identify tolerance to apple consumption, participants were questioned
about side effects. Results: Compared to baseline, the intake of 300 mL
of AJ increased ascorbic acid concentrations (p = .001) and erythrocyte
SOD enzyme activity (p = .015). Uric acid (p = .003) and potassium (p
= .004) levels also increased. Both doses of AJ did not inhibit the
significant increase of TOS concentrations (p = .048; 300 mL) and OSI
values (p = .012; 150 mL). In the second stage, apple consumption
increased erythrocyte GPx (p = .002) and SOD (p = .012) enzymes
activity, as well as AA concentrations (p = .001). Potassium,
phosphorus, uric acid, glucose, and fructosamine serum levels increased
but with no statistical relevance. Furthermore, a decrease in CAT
enzyme activity (p = .007) and TAC values (p = .001) was identified, as
well as an increase in TOS (p = .002) and OSI (p = .007) concentrations.
Conclusion: In both stages of the study, the consumption of Fuji apple



was tolerated and improved HD patients' antioxidant status. Neither
intervention extrapolated reference limits for the hemodialysis
population, but apple consumption has demonstrated less alteration in
serum potassium levels in comparison to apple juice.

KEYWORDS: apple; hemodialysis; oxidative stress; potassium.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONTEXTUALIZANDO A PROBLEMATICA

A doenga renal cronica (DRC) € um problema mundial de saude
publica (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002; NIEMCZYK,
NIEMCZYK, ROMEJKO-CIEPIELEWSKA, 2012; PEREIRA et al.,
2016), que consiste em lesdo e perda progressiva e irreversivel das
fung¢des dos rins (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002). Esta
relacionada com o aumento na morbimortalidade e também com o
decréscimo na qualidade de vida dos pacientes quando comparados a
populagdo em geral (NIEMCZYK, NIEMCZYK, ROMEJKO-
CIEPIELEWSKA, 2012; CANNEY et al., 2018).

De acordo com o Estudo Longitudinal de Satde do Adulto
(ELSA-Brasil, 2008-2010) que avaliou 14.636 adultos (54,4% mulheres
e média de idade de 51 anos), aproximadamente 1 em cada 10 adultos
participante, apresentava DRC (BARRETO et al., 2015). Considerando
que a estimativa para populacdo brasileira em 2017 foi de 207.660.929
milhdes de habitantes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2017), estima-se que existam de 3 a 6 milhdes de
brasileiros adultos com DRC (BARRETO MARINHO et al., 2017). Nos
estagios mais avancados da doenca, a sobrevivéncia desses pacientes
estd condicionada a utilizagdo de terapia renal substituta (TRS)
(BASTOS, KIRSZTAIN, 2011; RODRIGUEZ-RIBERA et al., 2014).
Dentre elas, a hemodialise (HD) € o procedimento mais comum (SESSO
et al.,, 2017), e consiste na circulagdo extracorpdrea que promove a
extragdo de solutos metabdlicos e solventes em excesso do sangue,
restaurando o balanco hidroeletrolitico (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2002; HIMMELFARB, IKIZLER, 2010;
MCDONALD et al., 2014). Desta forma, a HD ¢ efetiva em minimizar
as anormalidades metabolicas (SHIVASHEKAR et al., 2012).

Os pacientes com DRC, como também aqueles submetidos a HD,
apresentam alteracdo nas moléculas oxidantes e antioxidantes,
resultando em estresse oxidativo (EO) (SINGH et al., 2006; COSTA-
HONG et al., 2009; TUCKER et al., 2013; PALLESCHI et al., 2016), o
qual, por sua vez, aumenta o comprometimento da funcdo renal
(HACISEVKI, 2008; COSTA-HONG et al., 2009, KHOSROSHAHI et
al., 2018).

O EO ¢ gerado pelo desequilibrio entre a geragdo das espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e o sistema antioxidante
que sequestra ou reduz a concentragdo destas espécies reativas. Esse
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desequilibrio redox, causado pelo aumento na producdo das espécies
reativas e/ou na diminui¢do dos antioxidantes, acarreta danos as
proteinas, carboidratos, lipideos e ao acido desoxirribonucleico (DNA)
(SHIVASHEKAR et al., 2012).

Os marcadores de EO, estdo elevados nos pacientes submetidos a
HD, incluindo o estado oxidante total (EOT), o indice de estresse
oxidativo (IEO), os F2-isoprostranos, os hidroperéxidos lipidicos, a
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox) e os produtos de
oxidagdo proteica avancada (MAFRA et al., 1999; DOUNOUSI et al.,
2006; SINGH et al., 2006; JOHNSON-DAVIS et al., 2011; COOMBES,
FASSETT; 2012; TBAHRITI et al., 2013; RUSKOVSKA, JANSEN,
ANTAROROV, 2014; YILDIZ et al., 2014; YILMAZ et al., 2016).
Além disto, concentracdes aumentadas de malondialdeido (MDA)
gerado pela peroxidagdo lipidica e a diminui¢ao do sistema antioxidante,
devido as concentragdes menores das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx), também foram relatados
(MAFRA et al., 1999; YILMAZ et al., 2006; SUNG et al., 2013,
MODARRESIA et al., 2017).

Os mecanismos de aumento do EO nesses pacientes sio
multifatoriais e incluem: a doenga renal per se, limitacdes dietéticas na
ingestdo de antioxidantes associados a desnutrigdo, perda de
antioxidantes durante a dialise, o estado de uremia e a interag¢do entre o
sangue ¢ a membrana de dialise (VARAN et al., 2010; COOMBES,
FASSETT, 2012; SHIVASHEKAR et al., 2012; MCDONALD et al.,
2014; RUSKOVSKA, JANSEN, ANTAROROV, 2014). A membrana
de diadlise tem relagdo com o aumento na producdo de ERO nos
pacientes, pois durante a sessdo de dialise, ha ativagdo de leucocitos e do
sistema complemento através do contato do sangue com as membranas
artificiais promovendo a producdo de espécies reativas (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2000). Somado a isto, tem-se a terapia intravenosa
de ferro, que mesmo em doses recomendadas, pode agravar o EO nesta
populagdo (COLOMBO et al, 2017). Aliado a isto, o aumento nos niveis
de ferro corporais exarceba a deficiéncia de licopeno e outros
antioxidantes lipofilicos (COLOMBO et al, 2017).

Em fung¢do do comprometimento da filtragdo renal, os pacientes
com DRC e aqueles submetidos a HD, necessitam restringir, em
especial, a ingestdo de alimentos fonte de potassio e de fosforo, para
evitar a hipercalemia e¢ a hiperfosfatemia, respectivamente (AHMED,
WEISBERG, 2001; RAIMANN et al., 2013). Os alimentos ricos em
potassio sdo as frutas, as verduras e os legumes (LIU, 2013), que
também fornecem uma variedade de nutrientes como, vitaminas,
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minerais, fibras e compostos bioativos, incluindo fitoquimicos, como os
polifendis (LIU, 2013). As fontes alimentares ricas em fosforo sdo as
carnes bovina, suina, de frango, pescados, leite e seus derivados,
leguminosas, amendoim e chocolate que contribuem com o conteudo de
macro e micronutrientes para a dieta (CARVALHO, CUPPARI, 2008).
Desta forma, a ingestdo de micronutrientes e antioxidantes dietéticos
pode ficar comprometida nessa populagdo (AHMADPOOR et al., 2009;
NOORI et al., 2010; SCHUPP, HEIDLAND, STOPPER, 2010;
STEIBER, KOPPLE, 2011; RAIMANN et al., 2013; SUNG et al,,
2013), acarretando deficiéncias nutricionais (INAMOTO, 2003).

E pressuposto que alimentos fonte de antioxidantes, amenizem os
danos renais causados pelo EO e que, compostos fendlicos presentes na
dieta, atuem como antioxidantes (DORNAS et al., 2007).

A magd, Malus domestica Borkh, ¢ uma das frutas com teores
ndo elevados de potassio (UNICAMP, 2011; MANZOOR et al., 2012),
sendo rica em polifénois, particularmente os flavonoides (AUCLAIR et
al., 2008; HUBER; RUPASINGHE, 2009).

Foi demonstrado que a magd, diminuiu o EO in vitro (LOTITO,
FREI, 2004a; MAFFEI et al., 2007; CARRASCO-POZO et al., 2010) e
in vivo em individuos saudaveis (MAYER et al., 2001; MAFFEI et al.,
2007; BRIVIBA et al., 2007, STRACKE et al., 2010; VIEIRA et al.,
2012), devido ao seu efeito antioxidante (MAYER et al., 2001; MAFFEI
et al., 2007; BRIVIBA et al., 2007; STRACKE et al., 2010).

Observa-se, entretanto, que a quantidade de macas selecionadas
por esses estudos in vivo, tém sido de grandes porgdes, tais como 5
unidades ou 1 kg, que ndo sdo facilmente consumidas diariamente,
considerando-se o volume (MAYER et al., 2001; AVCI et al., 2007;
STRACKE et al., 2010).

Desta forma, outros autores sugeriram o suco de ma¢a como um
adjuvante no aumento da capacidade antioxidante plasmatica (BITSCH
et al., 2001; KO et al., 2005; VIEIRA et al., 2012) e na diminui¢do da
oxidac¢do lipidica (VIEIRA et al, 2012), em individuos saudaveis, apos o
consumo de 150 mL a 700 mL de suco (BITSCH et al., 2001; KO et al.,
2005; VIEIRA et al., 2012). Sabe-se que a principal via de eliminagio
dos liquidos, é a urina ¢ a maior parte dos pacientes submetidos a HD,
apresentam diurese residual minima ou anuria, necessitando de restricao
hidrica como parte essencial do tratamento (NERBASS, CUPPARI,
2013).

Desta forma, é pressuposto que intervengdes que priorizem a
ingestdo de antioxidantes dietéticos € que ndo comprometam as
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concentracdes séricas de potassio e a ingestdo hidrica, sejam benéficas
para minimizar o EO desses pacientes.

O grupo do Laboratorio de Nutrigdo Clinica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), desenvolve pesquisas referentes a
métodos de avaliagdo do estado nutricional e a partir de 2010, pesquisa
o estado nutricional de pacientes submetidos a HD (GARCIA, 2012;
GARCIA et al., 2013; FUHR; WAZLAWIK; GARCIA, 2015; SZUCK
etal., 2014; SILVA et al., 2018).

A partir de 2013, com o ingresso desta pesquisadora ao Programa
de P6s-Graduagdo em Nutrigdo (PPGN) da UFSC, deu-se inicio a
pesquisa relacionada com a tematica do estresse oxidativo em pacientes
submetidos a HD. A presente proposta tem como diferencial, a avaliagao
dos efeitos da ingestdo de maca e seu derivado (suco), nas concentracdes
dos marcadores de EO e nas concentragdes séricas de potassio. Desta
maneira, esta tese estd inserida na linha de pesquisa II do PPGN/UFSC;
Estudo Dietético e Bioquimico Relacionado com o Estado Nutricional,
sob a orientacdo da professora Dra. Elisabeth Wazlawik.

Esta tese estrutura-se em sete capitulos. No Capitulo I, é
apresentada a contextualizacdo da problematica, expondo uma breve
introducdo do estudo, ressaltando-se a importancia do mesmo e
relacionando o potencial da ma¢a e seu derivado (suco), em modular o
EO em pacientes submetidos a HD.

O Capitulo II, compreende a fundamentacdo tedrica do estudo,
abrangendo a revisdo de literatura sobre os principais temas que
permeiam o desequilibrio redox nos pacientes submetidos a HD. Traz
subsidios que suportam a macga, como alimento antioxidante que pode
ser aliado na diminui¢do do EO. O capitulo finaliza com a pergunta de
partida que norteou este estudo.

No Capitulo III, sdo apresentados os objetivos do estudo, geral e
especificos, onde sdo elencados os marcadores de estresse oxidativo e os
parametros bioquimicos avaliados.

No Capitulo IV, foram destacados aspectos sobre a relevincia e a
originalidade da pesquisa, assim como a sua contribuicao para a Ciéncia
e para profissionais ligados a area da Nutricdo e Nefrologia. Apresenta a
justificativa para a realizagdo deste estudo.

No Capitulo V, apresenta-se a descricdo detalhada dos aspectos
metodologicos que envolveram a estruturagdo e a condugdo do
protocolo de pesquisa, incluindo a coleta, a analise e os procedimentos
éticos adotados.

O Capitulo VI contém os resultados obtidos no estudo, os quais
sdo apresentados na forma de artigos cientificos. E por fim, o Capitulo
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VII, ¢é dedicado as considerac¢des finais, incluindo conclusdes sobre a
conformidade dos resultados observados e em relacdo aos objetivos
propostos, limitagcdes do estudo e recomendagdes para futuras pesquisas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCA RENAL CRONICA

Os rins sd3o orgdos fundamentais para a manutengdo da
homeostase do corpo humano, sendo que a diminui¢do da fungdo renal
implica no comprometimento de outros 6rgios (BASTOS, BREGMAN,
KIRSZTAIJN, 2010). Entre outras fungdes, regulam a osmolalidade ¢ o
volume dos liquidos corporais, o balango hidroeletrolitico e acidobasico,
excretam produtos metabolicos, produzem e secretam hormonios
(KOEPPEN, 2009).

A fungdo renal ¢é avaliada pela taxa de filtragdo glomerular (TFG)
e a sua diminuicdo na doenca renal crénica (DRC), ¢ associada a perda
das fungdes regulatoria, excretéria e endocrina dos rins (BASTOS,
BREGMAN, KIRSZTAIJN, 2010).

A DRC ¢ um problema de saude que afeta milhdes de pessoas de
todas as racas e grupos étnicos (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION,
2012). Dados recentes, revelam que a DRC tem uma prevaléncia
mundial estimada entre 11 a 13% (HILL et al., 2016). No Brasil, sua
prevaléncia ¢é incerta e de acordo com revisdo sistematica realizada por
Marinho e colaboradores (2017), a prevaléncia de DRC em adultos,
variou de acordo com o método empregado para a definicdo da doenga.
De acordo com os inquéritos populacionais (que utilizaram o critério
autorreferido), de 3 a 6 milhdes de brasileiros seriam renais crénicos
(MARINHO et al., 2017).

A definicdo de DRC de acordo com a Kidney Disease Outcome
Quality Initiative (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002) ¢
aceita mundialmente (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002;
BASTOS, KIRSZTAIJN, 2011). Os critérios para definicdo da DRC sao:
TFG < 60 mL/min/1,73m” por um tempo > 3 meses ou dano renal > 3
meses definido como anormalidades estruturais ou funcionais do rim
com ou sem decréscimo na TFG, manifestada por anormalidades
patoldégicas ou marcadores de dano renal, incluindo anormalidades na
composi¢do do sangue ou urina ou anormalidades em testes por imagem
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002).

De acordo com os valores da TFG, a DRC possui 6 (seis) estagios
funcionais, de acordo com o grau da funcdo renal do paciente (Tabela 1)
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002).
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Tabela 1 - Estadiamento e classificagdo da doenga renal cronica

Estagio Filtragdo glomerular Descri¢do
(mL/mim)

0 >90 Grupos de risco para DRC, auséncia de lesdo renal
1 >90 Lesao renal com fungao renal normal

2 60 - 89 TFG levemente reduzida
3A 45-59 TFG moderadamente reduzida
3B 30-44

4 15-29 Redugdo acentuada da TFG

5 <15 DRC estando ou ndo em terapia renal substitutiva

DRC, doenga renal cronica; TGF, taxa de filtragdo glomerular.
Fonte: NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002.

Varios fatores de risco predispdem a lesdo renal ou contribuem
para a progressio da DRC (FALODIA, SINGLA, 2012). Entre as
doengas que podem conduzir &8 DRC, destacam-se o diabetes melittus, a
hipertensao arterial sistémica e as glomerulonefrites (CHERCHIGLIA et
al., 2010). Além destas causas, as genéticas como, por exemplo, a
doenga renal policistica; as malformacdes, as doengas auto-imunes
como o lupus eritematoso sistémico e as obstru¢des provocadas por
tumores e calculos renais, também podem levar 8 DRC (ERMIDA,
2009; SIVIERO, MACHADO, RODRIGUES, 2013). Destaca-se que no
Brasil, de acordo com o ultimo Inquérito Brasileiro de Dialise Cronica
2016, as causas mais frequentes de doenga renal primaria foram a
hipertensdo arterial sistémica (34%), o diabetes melittus (30%), seguidos
por glomerulonefrite cronica (9%) e rins policisticos (4%) (SESSO et
al., 2017).

O tratamento ideal da DRC consiste no diagnéstico precoce da
doenga, encaminhamento imediato para tratamento nefrologico e
implementa¢do de medidas para preservar a fun¢do renal (BASTOS,
KIRSZTAIJN, 2011).

O estagio final da DRC ¢ denominado insuficiéncia renal cronica
em estagio final (do inglés End Stage Renal Disease, ESRD), ¢ a
sobrevivéncia do paciente estd condicionada a utilizacdo de métodos de
filtragem artificial do sangue, tais como a hemodialise (HD) e a dialise
peritoneal ou a realizagdo do transplante renal (AZEVEDO et al., 2009;
MOURA et al., 2009; CHERCHIGLIA et al., 2010; PERES et al., 2010;
BASTOS, KIRSZTAIN, 2011). Tais procedimentos sdo denominados
terapias renais substitutivas (TRS) e, no Brasil, sdo autorizados,
regulamentados e em sua grande maioria, subsidiados pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) (LUGON, 2009, BARRETO MARINHO et al.,
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2017, SESSO et al.,, 2017). No Brasil, a prevaléncia de pacientes
mantidos em dialise, vem aumentando consideravelmente nos ultimos
anos. De acordo com o Inquérito Brasileiro de Didlise Croénica 2016, o
numero total estimado de pacientes no pais em 1° de julho de 2016 foi
de 122.825 pessoas. Este numero representa um aumento de 6,3% (31,5
mil pacientes) em relagdo ao ano de 2011 (SESSO et al., 2017).

Ainda de acordo com o Inquérito Brasileiro de Dialise Cronica
2016, 92% dos pacientes estavam em hemodialise, sendo que para
aproximadamente 91% destes, o tratamento (hemodialise convencional
— 3x/semana) foi pago com recursos do SUS (SESSO et al., 2017). Os
gastos anuais do SUS, para o pagamento da terapia de dialise aumentou
de R$ 600 milhdes em 2000, para R$ 1,7 bilhdes em 2009 e tem
comprometido mais de 3% do orgamento do Sistema de Satde Nacional,
sendo, aproximadamente 90% deste pagamento direcionado as
instituigdes privadas que oferecem o servigo (SCHMIDT et al., 2011). O
SUS dembolsou, nos anos de 2008 e 2011, os valores de US$
723.841.688,56 e US$ 970.354.599,98, respectivamente, com
procedimentos de HD no pais, sendo estimado um custo anual médio
por paciente de US$ 7.932,52 em 2008 e de US$ 9.112,75 em 2011
(MENEZES et al., 2015).

2.2 HEMODIALISE

A HD objetiva eliminar o excesso de solutos e liquidos do
sangue, utilizando uma maquina, que promove a circulagdo sanguinea
extracorpérea, por meio de acesso sanguineo, como a fistula
arteriovenosa. O sangue obtido por meio deste acesso ¢ impulsionado
por uma bomba ao dialisador, o qual ¢ separado da solucdo de dialise
(dialisato), por uma membrana semipermeavel, através do qual ocorre a
filtracdo. Geralmente a HD ¢ realizada trés vezes na semana, por um
periodo de quatro horas por sessio (CANZIANI; DRAIBE;
NADALETTO, 2004; LUGON; MATOS; WARRAK, 2010). Cada
sessdo de HD, objetiva eliminar o excesso de liquidos até atingir o peso
seco do paciente, que é definido como o menor peso que o paciente pode
tolerar, sem o desenvolvimento de sintomas como caimbras, tonturas,
nauseas, mal-estar e/ou hipotensdio (HENDERSON, 1980; JAEGER,
MEHTA, 1999).

O dialisato é uma solugdo eletrolitica com concentragdo
semelhante a do plasma de individuos saudaveis. O sangue circula no
dialisador em sentido contrario ao dialisato, proporcionando, assim,
maior area para as trocas que ocorrem principalmente por difusdo,
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transferindo solutos do lado de maior concentracao para o lado de menor
concentracdo e por convecgdo, envolvendo a movimentacdo de
solventes e agua, devido a diferenca de osmolaridade. Esse processo
permite a restauragdo e manutengdo dos equilibrios hidroeletrolitico e
acido-basico (CANZIANI; DRAIBE; NADALETTO, 2004, LUGON;
MATOS; WARRAK, 2010).

Embora a HD seja a TRS mais empregada e traga muitos
beneficios, esta também pode levar a consequéncias clinicamente
significativas. Entre estas, destaca-se um estado pro-oxidativo, devido a
baixa biocompatibilidade das membranas da maquina e pela troca de
endotoxinas (REDDY et al, 2010; TBAHRITI et al, 2013;
MCDONALD et al., 2014). Estas altera¢cdes sdo pronunciadas em
pacientes submetidos & HD, apesar de se manifestarem na doenga,
mesmo antes do inicio do tratamento hemodialitico (LOCATELLI et al.,
2003; STOCKLER-PINTO et al., 2010, TABRIZIANI, LIPKOWITZ,
VUONG, 2018).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Todos os animais necessitam de oxigénio para uma eficiente
produgdo de energia, por meio da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria (KOHEN, NYSKA, 2002; HALLIWELL, 2006). A
oxida¢do ¢ parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo
humano e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por
alguma disfun¢ao biologica (HALLIWELL, 2006).

Estes radicais livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se
centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio
(ERN) (HALLIWELL, 2006; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006;
GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2010).

As ERO e ERN tém importantes fungdes bioldgicas como a
produgdo de energia, a fagocitose, a regulacdo do crescimento celular, a
sinalizacdo intercelular, a imunidade e a defesa celular ¢ a sintese de
substancias biologicas (GOODYEAR-BRUCH, PIERCE, 2002).
Quando sua produgdo ¢ exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio
(HALLIWELL, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007
VASCONCELOS et al., 2007; POSSAMAL 2009).

O organismo humano sofre acdo das ERO e ERN geradas por
fontes exdgenas, tais como: irradiagdo vy, alimentos, ultrassom,
agrotoxicos, drogas, poluentes, raios X, radiagdo ultravioleta,
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xenobioticos, toxinas; ou por fontes endogenas (KOHEN, NYSKA,
2002; POSSAMAL 2009).

As principais ERO distribuem-se em dois grupos: as radicalares
como hidroxila (HO"), superoxido (O,"), peroxila (ROO*) e alcoxila
(RO"); e as ndo radicalares como oxigénio singleto ('O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e 4cido hipocloroso (HCIO). Dentre as ERN incluem-
se o oxido nitrico (NO*), 6xido nitroso (N,0O3), acido nitroso (HNO,),
nitritos (NO, ), nitratos (NO3 ) e peroxinitritos (ONOO )
(HALLIWELL, 2006; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006).

O conceito de estresse oxidativo (EO) foi introduzido em
pesquisas nas areas da Biologia ¢ da Medicina em 1985 (SIES, 2015).
Ele ocorre devido ao desequilibrio entre os sistemas antioxidante e pro-
oxidante, com predominio da agdo oxidante, resultando em rompimento
da sinalizacdo e controle redox e/ou dano celular (SIES, 1993;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al, 2007;
POSSAMAL 2009, SIES, 2015). E resultado da diminui¢do das defesas
antioxidantes, do aumento na producdo de espécies reativas ou da
combinag¢do de ambos (SIES, 1985; POSSAMALI, 2009). A ocorréncia
de EO moderado, frequentemente ¢ acompanhada do aumento das
defesas antioxidantes enzimaticas, mas a produ¢do excessiva de radicais
livres pode causar dano e morte celular (ANDERSON, 1996; BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

2.3.1 Dano oxidativo

A excessiva producdo de espécies reativas, induz ao dano
molecular e/ou morte celular, que podem ocasionar alteragdes
fisiologicas e processos patologicos (SIES, 1985; VALKO et al., 2006).
Em sistemas bioldgicos, a membrana celular constitui um dos focos de
atuagdo das ERO e ERN. Além da membrana que envolve a célula, as
membranas das organelas intracelulares, entre elas, mitocondria, reticulo
endoplasmatico e nucleo, apresentam uma estrutura bilipidica e uma
variedade de proteinas e aglcares (GUTTERIDGE, HALLIWELL,
1990; MINOTTI, AUST, 1992). O dano celular resulta basicamente da
acdo das ERO e¢ ERN em macromoléculas, como proteinas, acido
nucléico e lipidios (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990); podendo
também, inibir a atividade enzimatica na cadeia respiratoria celular
(MODARESI, NAFAR, SAHRAETI, 2015).
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2.3.2 Dano as proteinas

As proteinas compdem as membranas celulares e as enzimas e
sdo susceptiveis ao dano por ERO ¢ ERN (GOODYEAR-BRUCH,
PIERCE, 2002). Durante o EO, ocorre a fragmentagdo das cadeias
proteicas e oxidagdo de quase todos os tipos de aminoacidos,
particularmente a prolina, arginina e lisina, com produgdo de compostos
carbonilados (BERGER et al., 1999). Os ataques aos aminoacidos que
compdem as proteinas, podem gerar dano como, clivagens de ligagdes
com ou sem geracao de fragmentos, o que pode ter como consequéncia a
perda da atividade enzimatica, dificuldade no transporte ativo nas
membranas celulares e morte celular (BERGER et al., 1999;
GOODYEAR-BRUCH, PIERCE, 2002). As ERO e¢ ERN que levam a
oxidagdo proteica, incluem espécies radicalares, como a hidroxila e o
superoxido, e espécies ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio,
o oxigénio singleto e os peroxinitritos (KOHEN, NYSKA, 2002).

A formagdo do grupo carbonil ¢ comum durante a oxidagdo e sua
quantificacdo pode ser usada para medir a extensdo do dano, sob
condigdes de EO (URSO, CLARKSON, 2003; POSSAMALI, 2009). E
necessario, porém, identificar a natureza do grupo carbonil, isto é, qual
dos residuos de aminoacido apresentou o dano. A ligacdo de certos
aldeidos as proteinas, pode gerar carbonilas por glicoxidagdo, de modo
que a presenga de grupo carbonila ndo €, necessariamente, indicativa de
oxida¢do de aminoacidos (VASCONCELLOS et al., 2007).

2.3.3 Dano ao DNA

O DNA ¢ normalmente uma molécula estavel, entretanto na
presenga de altas concentracdes do radical hidroxila, ocorre o dano
oxidativo (COOKE et al.,, 2003). As ERO podem atacar o agucar
desoxirribose e as bases purinicas e pirimidinicas. Como resultado,
ocorrem: modificagdo nas bases do DNA, perda de purinas, quebra da
cadeia do DNA, quebra das ligagdes entre as fitas e modificagcdes nas
suas bases, levando a muta¢des e apoptose. As células possuem
mecanismos de reparo ao dano no DNA, que podem néo ser suficientes
na presenca excessiva de ERO (BECKMAN, AMES, 1997; COOKE et
al., 2003).
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2.3.4 Peroxidacio lipidica

As membranas das células e organelas contém grandes
quantidades de acidos graxos poli-insaturados. A fluidez da membrana,
relaciona-se a presenca de cadeias insaturadas dos fosfolipidios e do
colesterol. Danos a esta camada lipidica, tendem a diminuir a fluidez e a
permeabilidade, com expansao do liquido intracelular e risco de ruptura
das membranas da célula e das organelas, com consequente morte
celular (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990; MINOTTI, AUST, 1992;
GIUSTARINI et al., 2009; FRANCA et al., 2013).

A peroxidagdo lipidica é um processo de oxidagdo dos lipidios
poli-insaturados (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). A peroxidagio
lipidica das membranas das células e organelas mediada pelas ERO e
ERN, altera a integridade estrutural, o transporte celular e a produgéo de
energia (NIKI, 2009). O ataque por algumas espécies reativas que
extraem um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de
acidos graxos poli-insaturados da membrana fosfolipidica, inicia o
processo de peroxidagio (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990;
MINOTTI, AUST, 1992). Os radicais de carbono formados dessa
maneira podem reagir espontaneamente com o oxigénio, formando
radicais peroxila que propagam a cadeia de peroxidagdo, abstraindo
atomos de hidrogénio para formar hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e
novos radicais de carbono, levando a oxidag¢dao das moléculas de acidos
graxos (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990; MINOTTI, AUST, 1992;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Os marcadores de peroxidagdo lipidica sdo classificados em
primarios (hidroperdxidos lipidicos) e secundarios, que derivam da [-
ruptura dos hidroperoxidos lipidicos. As principais técnicas utilizadas
para a avaliagdo do EO, sdo baseadas na mensuracdo dos marcadores
gerados pela peroxidagdo lipidica e utilizam amostras de plasma, soro
ou urina (MARITIM, SANDERS, WATKINS, 2003; CODONER-
FRANCH, et al., 2011).

Os hidroperoxidos lipidicos s@o produtos da peroxidagdo dos
acidos graxos poli-insaturados. Um dos métodos utilizados para se
determinar a sua concentragdo em amostras bioldgicas, ¢ o que utiliza o
alaranjado de xilenol. Este método baseia-se no principio de que os
hidroperoxidos oxidam ferro Fe** a Fe’", que reagem com o alaranjado
de xilenol, produzindo um croméforo que tem absor¢do maxima em 560
nm (KNUTSON, HANDELMAN, VITERI, 2000; FRANCA et al.,
2013). Uma vez formado, os hidroperoxidos estdo sujeitos a degradagdo,
aumentando o potencial citotoxico (GIROTTI, 1998).
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O malondialdeido (MDA) ¢ um produto secundario da
peroxidacdo lipidica, derivado da B-ruptura de endociclizacdo de acidos
graxos poli-insaturados, tais como o acido linoléico, araquidonico e
docosahexaendico. O MDA ¢ medido pela reagdo com o 4cido
tiobarbiturico (TBA) formando como produto, um cromoégeno de cor
rosa fluorescente capaz de ser detectado através de leitura
espectrofotométrica (FRANCA et al., 2013). O teste do TBA ndo ¢
especifico para a deteccdo dos produtos de peroxidagdo lipidica, uma
vez que quantifica a soma das diferentes substincias reativas ao acido
tiobarbiturico, denominadas TBARS (do inglés Thiobarbituric Acid-
Reactive Substances). Desta forma, os valores de TBARS incluem
interferentes provenientes da reacdo do TBA com outras substincias
presentes na amostra, como agucares, aminoacidos, proteinas, aminas e
bilirrubina (GROTTO et al., 2007; FRANCA et al., 2013).

Os  isoprostanos  (8-epi-prostaglandina  2a,8-epi-PGF2a)
pertencem a familia dos eicosandides, de origem ndo enzimatica e sdo
produzidos pela oxidagdo do 4cido araquidénico. Inicialmente, sdo
formados nos fosfolipidios da membrana celular e depois liberados para
os fluidos biolégicos pela fosfolipase (VASCONCELOS et al., 2007;
FRANCA et al., 2013). Os F2-isoprostanos sdo produtos secundarios da
peroxidacdo lipidica, quimicamente estaveis, podendo ser dosados na
urina (FLORENS et al., 2016).

As concentragdes de diferentes espécies oxidantes podem ser
medidas separadamente, pelas técnicas citadas anteriormente, para se
determinar o EO (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2000; EREL; 2005;
CODONER-FRANCH, et al, 2010). Entretanto, foi constatado que estas
técnicas, podem sub ou superestimar os resultados e/ou detectar falsos
positivos (EREL; 2005); além de serem técnicas demoradas, onerosas e
complexas (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2000; EREL; 2005; HOROZ
et al., 2011; CODONER-FRANCH, et al, 2010). Ainda, a mensuragio
de forma isolada, ¢ pouco fidedigna, visto que, a sintese e os efeitos dos
diferentes oxidantes no organismo sdio sinérgicos (CODONER-
FRANCH, et al, 2010). Por conta disto, torna-se dificil definir um
desequilibrio entre o sistema antioxidante e oxidante; sendo interessante
mensura-lo, uma vez que o dano oxidativo ocorre quando ha
desequilibrio neste sistema (EREL, 2005; VASCONCELOS et al.,
2007).

Desta forma, tem sido sugerida a utilizagdo da técnica estado
oxidante total (EOT) (do inglés Total Oxidant Status, TOS) (EREL;
2005), a qual ¢ utilizada como pardmetro adequado e pratico para
representar o estado oxidativo (CUMURCU, et al., 2009; ALTINDAG,
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et al.,, 2008; WEI, et al., 2010; KILIC, et al., 2016); ¢ o Indice de
Estresse Oxidativo (IEO) (do inglés Oxidative Stress Index, OSI), um
indicador do grau do EO (EREL, 2005).

Dentre as ERO medidas por meio da técnica EOT no soro,
destaca-se como principais componentes o peroxido de hidrogénio e os
hidroperdxidos lipidicos (EREL, 2005). O IEO ¢ baseado na razéo entre
o EOT e a capacidade antioxidante total (CAOT), refletindo o estado
redox (AYCICEK, EREL, KOCYIGIT, 2005; HARMA, HARMA,
EREL, 2005).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E A DOENCA RENAL CRONICA

O EO ¢ uma manifestagdo comum ¢ um mediador das
complicagdes da faléncia renal (TIRYAKI et al., 2014; TABRIZIANI,
LIPKOWITZ, VUONG, 2018). Na progressdo da DRC, o estado redox
nao estd em equilibrio e tende a oxidagdo, resultando em desajuste dos
processos celulares com subsequente lesdao tecidual (CRISTOL et al.,
1994; SUNG et al., 2013; POULIANITI et al., 2016).

Existe correlacdo inversa entre os marcadores de EO (como por
exemplo, 0 MDA e F2-isoprostranos) e a TFG em pacientes com DRC
(FLORENS et al., 2016). A medida que os estagios da DRC avangam, o
nivel de EO aumenta (YILMAZ et al., 2006; DOUNOUSI et al., 2006;
KAO et al, 2010, TBAHRITI et al., 2013, TUCKER et al., 2013;
MODARESI, NAFAR, SAHRAE]I, 2015).

E pressuposto que o EO é um fator contribuinte para a elevada
morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares em pacientes
com DRC e nos submetidos a HD (MAFRA et al., 1999; LOCATELLI
et al., 2003; HACISEVKI, 2008; ALAMDARI et al., 2009, JOHNSON-
DAVIS et al., 2011; COOMBES, FASSETT; 2012; CELIK et al., 2013;
MCDONALD et al., 2014; RUSKOVSKA, JANSEN, ANTAROROV,
2014; MODARESI, NAFAR, SAHRAEIL, 2015; FLORENS et al,
2016). O EO e o ambiente urémico podem modificar os lipideos e as
lipoproteinas circulantes, alterando suas propriedades biologicas
(FLORENS et al., 2016).

Nos estdgios iniciais 1 e 2, a DRC ¢ uma doenga cronica
inflamatoéria, principalmente devido a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), a
interleucina-1b (IL-1b) e a interleucina-6 (IL-6) que promovem o EO
(KDIGO, 2013; TBAHRITI et al., 2014; TAMAY-CACH et al., 2015).
Nos estagios 3 e 4, ha uma diminuigdo significativa nas concentragdes
plasmaticas das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
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catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase;
levando a um aumento dos produtos oxidativos e a rapida progressao
para o estagio final da insuficiéncia renal (estdgio 5) (Tabela 1)
(KDIGO, 2013; TAMAY-CACH et al., 2015).

E postulado que o EO nos pacientes submetidos & HD, ¢
influenciado pela combinagdo da produgdo aumentada de ERO, da
diminuicdo nas defesas antioxidantes e da influéncia genética
(CRAWFORD et al., 2011; CRAWFORD et al., 2012; LIN et al., 2009;
SUNG et al., 2013; TIRYAKI et al., 2014), sendo, o estado urémico, a
bioincompatibilidade das membranas de didlise, a hemodidlise per se e o
tratamento medicamentoso, considerados os principais contribuintes ao
EO (WARD, MCLEISH, 2003; WARD, OUSEPH, MCLEISH, 2003;
WU et al., 2005; VARAN et al., 2010; SUNG e al., 2013; POULIANITI
etal., 2016).

2.4.1 Sindrome urémica

A sindrome urémica ¢é caracterizada pela retengdo de compostos
que normalmente seriam excretados pelos rins. Se estes compostos
interferem com as fung¢des biologicas sdo denominados de toxinas
urémicas ou solutos de retengdo urémica (DURANTON et al., 2012;
STOCKLER-PINTO et al., 2016; FLORENS et al., 2016; KAMINSK et
al., 2017). O comprometimento de fungdes bioquimicas e bioldgicas dos
rins, resulta na perda de inimeras fungdes, favorecendo a retengéo
urémica (VANHOLDER et al., 2006; TAKI, TSURUTA, NIWA; 2007,
SUNG et al., 2013).

Em 2003, o European Uremic Toxin Work Group (EUTox)
publicou uma revisdo dos solutos de retengdo (DURANTON et al.,
2012). Nesta analise, 90 diferentes solutos urémicos foram identificados
e subdivididos de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas em:
(1) compostos pequenos soliveis em agua (peso molecular < 500 Da),
(2) solutos ligados a proteinas, e (3) moléculas maiores (peso molecular
> 500 Da) (VANHOLDER et al., 2003). Destes solutos, 68 foram
caracterizados como tendo peso molecular menor que 500 Da. Entre as
22 moléculas maiores, 12 (54,5%) tinham peso molecular maior que
12.000 Da (VANHOLDER et al., 2003).

Na hemodidlise, os compostos pequenos soliveis em agua sido
removidos facilmente, enquanto que as moléculas maiores sdo dificeis
de remover, a menos que os dialisadores de alto fluxo, com maior
permeabilidade, sejam utilizados. Os compostos ligados as proteinas sdo
dificeis de remover, apesar do baixo peso molecular, porque a proteina
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de ligacdo impde resisténcia contra a transmembrana (VANHOLDER et
al., 2006).

Em 2012, o EUTox publicou uma atualizagdo sobre as toxinas
urémicas. Oitenta e sete registros forneceram medigdes no soro ou no
sangue de um ou mais solutos em pacientes com DRC. Estes registros,
descreveram 32 toxinas urémicas previamente conhecidas e 56 solutos
recém-relatados. Os artigos relataram com maior frequéncia,
concentragcdes de P2-microglobulina, indoxil sulfato, homocisteina,
acido urico e o horménio paratorménio. Comparado aos resultados
anteriores, os artigos mais recentes relataram maiores concentracdes
urémicas de muitos solutos, incluindo carboximetil-lisina, cistatina C e
paratorménio (DURANTON et al., 2012).

Os solutos urémicos estdo frequentemente presentes, em
ambiente pro-inflamatorio, o que pode resultar na modificacdo oxidativa
de moléculas retidas. Modificagdes oxidativas, por sua vez, alteram as
propriedades das moléculas retidas que podem tornar-se pro-
inflamatorias (WITKO-SARSAT et al., 1998). Torna-se dificil
identificar, se todos os solutos urémicos sdo resultado da oxidagdo
(VANHOLDER et al., 2006).

Ainda, as toxinas ur€micas, como indol sulfato, p-cresol e p-
cresol sulfato, que s@o produzidos a partir do metabolismo do triptofano
dietético pelas bactérias intestinais, podem aumentar o EO, a inflamacao
ou ativar o sistema neuro-hormonal, resultando em fibrose
cardiovascular e injuria oxidativa (HUANG et al., 2016).

Os pacientes em estagio final da DRC, possuem elevada
concentracdo plasmatica de homocisteina. Isto pode ser devido a: (1)
excrecdo renal reduzida; (2) deficiéncias nutricionais das vitaminas
cofatores B12, B6 e acido folico, levando a menor degradacdo da
homocisteina; e (3) deficiéncia homozigdtica em duas enzimas
envolvidas no metabolismo da homocisteina (BIASIOLI et al., 2000;
MASSY et al., 2001; SUNG et al., 2013).

A homocisteina induz ao EO, porque ela contém um grupo tiol
altamente reativo que pode rapidamente se oxidar, na presenca de
oxigénio e metais de transicdo gerando ERO, incluindo, anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (LONG, NIE,
2016). Além disto, a homocisteina pode inibir a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e SOD (BIASIOLI et al., 2000; MASSY et al., 2001;
SUNG et al., 2013).
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2.4.2 As membranas de didlise e a producao de espécies reativas de
oxigénio

As membranas de dialise estdo envolvidas na produ¢do de ERO
em pacientes submetidos a HD. Neste procedimento, o contato das
células mononucleraes do sangue periférico (do inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cell, PBMC), dos fatores de complemento e das
plaquetas, com os filtros e o dialisado, induzem a produgdo de ERO
como parte da resposta imune, em poucos minutos apos o inicio da
sessao de dialise (WARD, MCLEISH, 2003; WU et al, 2005;
GONZALEZ RICO et al., 2006; NUNEZ et al., 2010; ERRAKONDA et
al., 2011; SUNG et al., 2013; GRANATA et al., 2015; LIAKOPOULOS
etal., 2017).

O estudo de Wu et al. (2005) demonstrou que durante uma tnica
sessdo de dialise, o uso da membrana de polisulfona, teve um efeito
mais brando sobre a produgdo de ERO quando comparado a membrana
de celulose regenerada.

Varan et al. (2010) compararam duas membranas de dialise: a de
cuprofano e a de polisulfona; nos marcadores do estado redox durante
uma Unica sessdo e concluiram que mesmo com uma membrana
biocompativel como a polisulfona, houve desequilibrio entre os
compostos oxidantes e o sistema antioxidante. Os pesquisadores
demonstraram que a sessdo de didlise, tanto com a membrana de
cuprofano ou polisulfona, aumentou as concentragdes de MDA, sendo,
no entanto, este aumento maior, com o uso da membrana de cuprofano.

No estudo de Nufiez et al. (2010), concluiu-se que a membrana de
polimetilmetacrilato (PMMA) diminuiu o EO, por diminuir as
concentra¢des do marcador TBARS, quando comparada & membrana de
celulose. Isto pode ser atribuido a algumas propriedades da membrana
PMMA, como: melhor biocompatibilidade e consequentemente menor
estimulo para as reag¢des de peroxidagao lipidica e/ou melhor capacidade
de absorgdo das moléculas oxidantes (NUNEZ et al., 2010).

Ogunro et al. (2014) avaliaram os efeitos das membranas de
celulose e polisulfona, sobre o estado redox antes e apds a sessdo de
dialise. Os autores demonstraram que a atividade eritrocitaria da SOD,
foi significativamente reduzida apds o uso de ambas membranas, assim
como a capacidade antioxidante total plasmatica, avaliada pela técnica
TAS (do inglés Total Antioxidant Status) e das concentracdes de
glutationa (GSH). Por sua vez, os niveis de MDA, aumentaram ap6s o
uso de ambos tipos de membrana (OGUNRO et al., 2014).
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Zargari & Sedighi (2015) avaliaram o efeito da membrana de
polisulfona nos marcadores de EO antes e apos sessdo de didlise. A
atividade eritrocitaria das enzimas SOD, CAT e GPx diminuiram
significamente apds a sessdo, assim como a capacidade antioxidante
total, avaliada pelo método FRAP (do inglés Ferric-Reducing Ability of
Plasma). Somado a isto, houve um aumento significativo nos niveis de
peroxidagao lipidica, avaliado pelo marcador TBARS, apos a sessdo de
dialise. Os autores concluiram que a membrana de polisulfona pode
causar EO na populagdo que realiza HD (ZARGARI, SEDIGHI, 2015).

Além do EO gerado pelas membranas de didlise, estas podem
propiciar a perda de antioxidantes hidrofilicos ndo-enzimaticos, como a
vitamina C e 4cido urico, perpetuando o EO nos pacientes submetidos a
HD (WARD, OUSEPH, MCLEISH, 2003; SUNG et al, 2013;
MCDONALD et al., 2014; ZARGARI, SEDIGHI, 2015).

Aliado a bioincompatibilidade das membranas de dialise,
contribuem para o EO em pacientes com doenga renal: idade avancgada,
diabetes melittus, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,
tabagismo, inflamagdo cronica, desnutri¢do ¢ administragdo intravenosa
de ferro (LOCATELLI et al, 2003; DOUNOUSI et al, 2006;
AHMADPOOR et al., 2009; ALAMDARI et al., 2009; KAO et al.,
2010; MEKKI et al., 2010; NUNEZ et al, 2010; COOMBES,
FASSETT, 2012).

2.4.3 Ferro intravenoso

A anemia ocorre no inicio da doenca renal e sua prevaléncia
aumenta a medida que ocorre a diminuigdo da fungéo renal (ABENSUR,
2010). A deficiéncia de eritropoietina ¢ a causa mais comum de anemia
nestes pacientes, mas também contribuem: a deficiéncia de ferro na
dieta; a perda sanguinea; o hiperparatireoidismo; o estado inflamatorio;
a diminui¢do da meia-vida das hemacias; e a deficiéncia de acido folico
e/ou vitamina B12 (AGARWAL et al., 2004).

A deficiéncia funcional de ferro nos pacientes submetidos a HD,
pode estar ligada a eritropoiese aumentada, ap6s a terapia com
eritropoietina humana recombinante, no qual muitas vezes necessita de
terapia intravenosa (IV) com ferro (LI, KSHIRSAGAR, BROOKHART,
2017). A correcdo da anemia, leva a melhora da qualidade de vida
(AGARWAL et al., 2004), no entanto, a administragdo de ferro IV foi
identificado como um fator contribuinte para o EO, nos pacientes
submetidos 8 HD (DEL VECCHIO, LONGHI, LOCATELLLI, 2016).
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Em condicdes fisioldgicas, no plasma, o ferro ¢ transportado para
outros tecidos ligado a proteina transferrina. Esta ligacdo impede que o
ferro esteja disponivel para as reagdes de oxido-redugdo. No entanto, na
administragdo IV, o ferro férrico (Fe3+) ¢ liberado diretamente no
plasma, permitindo que o peroxido de hidrogénio, gerado pelas
mitocondrias e células inflamatérias, reaja com Fe’*, gerando Fe**, o
radical hidroperoxila (HO,") e o 4nion superoxido. O Fe*" gerado
também reage com o peroxido de hidrogénio (reagdo de Fenton) gerando
o radical hidroxila (AGUIAR et al,, 2007). Além disto, o anion
superdxido, por sua vez, converte o Fe’” a ferro Fe** (reagdo de Haber-
Weiss), que fornece combustivel para a produ¢do continua de radical
hidroxila e perpetuagdo do EO (VAZIRI, 2016).

A administragdo IV de ferro aumentou os marcadores de EO em
pacientes submetidos & HD, incluindo os produtos de oxidagdo lipidica
(MDA) (VAN CAMPENHOUT et al., 2008; PEDRUZZI et al., 2015),
do DNA e de proteinas (KUO et al., 2005).

2.4.4 Alteracoes mitocondriais e doenca renal cronica

A mitocondria participa da manutengdo de fungdes celulares
vitais, tais como: respira¢do celular e sintese de ATP, modulag¢do do
estado redox da célula, regulagdo osmética, controle do pH, homeostasia
do calcio no citosol e sinalizagdo intra-celular (PAROLIN, REASON,
2001). A fungdo principal desta organela, ¢ gerar energia para o
metabolismo celular, a partir do sistema de fosforilagdo oxidativa (do
inglés Oxidative Phosphorylation System, OXPHOS). (GRANATA et
al., 2015a).

As células renais contém mitocondrias em abundéincia, e,
portanto, a disfungdo mitocondrial ¢ fundamental no desenvolvimento
de doengas renais (PEDRAZA-CHAVERRI et al., 2016). Achados
recentes, demonstram o envolvimento da mitocondria na progressdo do
dano renal na DRC (GRANATA et al, 2009; CHE et al., 2014),
particularmente devido a redu¢do no numero de cdpias do DNA
mitocondrial (DNAmt), perda do potencial de membrana da mitocondria
e queda na produgdo de ATP (SU et al., 2013). Essa queda na producdo
de ATP, exacerba o EO, pelo fato da desregulagdo mitocondrial gerar
uma quantidade aumentada de ERO (GRANATA et al., 2015b).

A perda do potencial da membrana mitocondrial, por sua vez,
resulta no aumento da permeabilidade mitocondrial, libertando o
citocromo C (CytC), um fator pré-apoptotico. O EO resulta na
dissociag¢@o do CytC da cardiolipina e forma um apoptossoma, levando a
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ativacdo de caspases causadoras do processo de apoptose (PAROLIN,
REASON, 2001; RASOOL et al., 2017).

Além disto, a atividade do complexo IV (fator chave na regulacao
da cadeia transportadora de elétrons) estd diminuida nas PBMCs de
pacientes com DRC e submetidos & HD (CHE et al., 2014). Isto causa
uma queda na producdo de ATP, gerando uma quantidade aumentada de
ERO. Além disto, essa geragdo de ERO pela mitocondria, ativa o
inflamassoma de NLRP3 contribuindo com a microinflamag¢do cronica
relacionada a DRC (GRANATA et al., 2015b).

2.4.5 Marcadores de estresse oxidativo e hemodialise

E esperado que apds a sessdo de dialise, ocorra uma diminuigdo
nas concentragdes dos marcadores de EO, em comparagdo ao periodo
pré sessdo. Entretanto, um significativo aumento nos valores desses
marcadores ¢ notado imediatamente apos a sessdo de dialise
(SRINIVASA et al., 2001; YAVUZ et al., 2004; ALAMDARI et al.,
2009; OGUNRO et al., 2014; RUSKOVSKA et al., 2014; ZARGAR]I,
SEDIGHI, 2015), sendo este aumento, observado ap6s uma unica sessao
(KOREVAAR et al., 2004; WU et al., 2005; MALAPONTE et al., 2007,
KAO et al., 2010; MEKKI et al., 2010, ERRAKONDA et al., 2011;
YAMAMOTO et al., 2013; NAGANE, GANU, JAGTAP, 2013;
YILDIZ et al., 2014).

Ruskovska et al. (2014) demonstraram que o estado oxidante de
32 pacientes submetidos a HD, avaliado pela técnica do EOT, estava
significamente aumentado em comparacdo aos controles saudaveis (n =
47; sem DRC). Verificaram que os valores de EOT, elevaram-se em
22,4%, apds uma unica sessdo de dialise. Horoz et al. (2011) também
verificaram que os valores do EOT e IEO foram maiores em 47
pacientes submetidos a HD, do que em 24 controles saudaveis (sem
DRC).

O tempo de tratamento em hemodialise também ¢ um fator que
contribui para o EO. Valentini et al. (2008) demonstraram que as
concentracdes dos marcadores MDA e¢ TBARS eram menores em
pacientes que realizavam HD ha pouco tempo (n = 36; duragdo da HD:
17,7 £ 1,71 meses), comparado aos pacientes que realizavam HD ha
mais tempo (n = 26; duragdo da HD: 82,2 + 6,32 meses).

Os pacientes submetidos & HD sdo caracterizados por aumento
dos produtos da peroxidacdo lipidica (LIAKOPOULOS et al., 2017). O
aumento dos marcadores, MDA, F2-isoprostanos ¢ hidroxinonenal
(HNE) tém sido relatados nesta populagio (MORENA et al., 2005;
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ATAMER et al., 2008; DE VECCHI et al., 2009; MEKKI et al., 2010;
SUNG et al., 2013; OGUNRO et al., 2014). Maher e colaboradores, em
1987, relataram que apds 30 minutos do inicio da sessdo de dialise, os
produtos de peroxidagdo lipidica aumentavam e hipotetizaram que a
ativacdo do fator de complemento ou a produgdo de acidos graxos livres
induzidos pela heparina, poderiam ser os mecanismos fisiopatologicos
subjacentes ao aumento do EO (MAHER et al., 1987). Desta forma, o
processo de HD promove a formagdo e o acumulo de produtos
oxidativos por meio da ativacdo de plaquetas, do sistema complemento e
das células polimorfonucleares (PMNs) (LIAKOPOULOS et al., 2017).

Os marcadores TBARS e os hidroperdxidos lipidicos estavam
aumentados nos pacientes submetidos a HD, mesmo apds um ano do
inicio do tratamento hemodialitico (RAMOS, MARTINEZ-
CASTELAO, 2008; CAIMI et al., 2009; TUCKER et al., 2013). Além
disto, foi constatado que as concentra¢cdes de MDA diminuiram em
68%, 15 meses apOs o transplante renal, quando comparados as
concentracdes séricas de pacientes em didlise peritoneal (EMRE et al.,
2011). Soleymanian et al. (2015) verificaram uma diminui¢do de 10,5%
nas concentracdes plasmaticas de TBARS, 3 meses apo6s o transplante
renal, em 32 pacientes iranianos.

Nguyen-Khoa et al. (2001) avaliaram 31 pacientes submetidos a
HD na Franga e verificaram aumento no EO comparado a 18 controles
saudaveis (sem DRC). O grupo dialisado, apresentou elevacdo nos
marcadores TBARS e proteinas carboniladas e diminuigdo nas
concentracdes das enzimas SOD e GPx. Observaram também, uma
relacdo inversa entre o tempo de duragdo da sessdo de dialise e as
concentrag¢des de antioxidantes lipossoltveis, a tocoferol e ubiquinol.

Hacisevki (2008), em estudo realizado na Turquia, avaliou 64
pacientes submetidos a HD e verificou que as concentragdes de MDA
foram significativamente aumentadas, quando comparadas a 22
controles saudaveis (sem DRC). Além disto, a concentragdo plasmatica
da enzima GPx estava significativamente diminuida quando comparada
aos controles.

No Ira, Montazerifar e colaboradores (2012) compararam 31
pacientes submetidos a HD com 31 controles saudaveis (sem DRC) e
demonstraram aumento nos niveis de MDA e diminui¢do no sistema
antioxidante enzimatico (GPx e SOD) na populagdo em HD. Na
sequéncia, comparam somente os pacientes em HD, antes e apds a
sessdo de didlise e encontraram os mesmos achados.

Zargari & Sedighi (2015) conduziram um estudo com 31
pacientes submetidos & HD e 31 controles saudaveis (sem DRC),
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pareados por idade e sexo no Ird. Os autores relataram que as
concentracdes das enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT, diminuiram
significativamente apos a sessdo de dialise. Somado a isto, ainda apos a
sessdo, a capacidade antioxidante total plasmatica diminuiu e os niveis
eritrocitarios do marcador TBARS aumentaram em comparacdo aos
controles.

Antes de iniciar a HD e durante o tratamento, os leucécitos de
pacientes com DRC apresentaram elevado dano no DNA, quando
comparados aos de individuos saudaveis (CEPPIOGLU, YURDUN,
CANBAKAN, 2011; SUNG et al.,, 2013; TUCKER et al., 2013).
Ceppioglu, Yurdun e Canbakan (2011) avaliaram 84 pacientes com
DRC (41 pacientes submetidos @ HD e 43 pacientes com DRC nos
estagios 3 e 4) e 37 controles saudaveis (sem DRC) na Turquia e
concluiram que o dano ao DNA avaliado pelo Teste Cometa, foi
significativamente maior nos pacientes com DRC do que nos controles.
Outros estudos, evidenciaram dano ao DNA associado com aumento no
marcador 8-hidroxi-2- deoxiguanosina (80HdG) (FUJIWARA et al,
2011) e com a oxidagdo de proteinas em pacientes com DRC (TUCKER
et al.,, 2013). Xu et al. (2015) avaliaram o dano ao DNA, através do
marcador 8-OHdG (8-hidréxi-2’-deoxiguanosina) em uma corte de 220
pacientes (55% homens; idade: 62,9 + 14,2 anos) submetidos a HD
(3x/semana; dialisados de 4 a 5 h/sessdo), na Suécia. Concluiram que os
niveis de 8-OHdG estavam aumentados nesta populagdo quando
comparados aos 83 pacientes (68% homens; idade: 64 = 14 anos) em
dialise peritoneal.

Na doenga renal, as concentracdes de proteinas carboniladas
estdo elevadas (KALOGERAKIS et al., 2005; FATOUROS et al., 2008)
juntamente com as concentragdes de F2-isoprostanos (TUCKER et al.,
2013) e TBARS (FATOUROS et al., 2008). Além disto, as proteinas
carboniladas aumentam com a severidade da DRC, sugerindo que este
marcador acompanha a progressdo da doenga (MITROGIANNI et al.,
2009).

Para diminuir as concentracdes dos marcadores de EO, os
oxidantes necessitam ser neutralizados através de um sistema
antioxidante intra e extracelular, incluindo o enzimatico e o nao-
enzimatico (SUNG et al., 2013). A diminui¢do na atividade das enzimas
antioxidantes plasmatica e sérica em pacientes submetidos a HD, pode
contribuir para o aumento no dano oxidativo e no desenvolvimento das
complicagdes renais (MORENA, CRISTOL, CANAUD, 2000;
HACISEVKI, 2008; TBAHRITI et al.,, 2013; MCDONALD et al.,
2014).
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2.5 DEFESAS ANTIOXIDANTES

A producdo continua de radicais livres, durante os processos
metabodlicos, leva ao desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante para limitar as concentracdes intracelulares e impedir a
inducdo de dano (SIES, 1993). Os antioxidantes sdo qualquer substancia
que, quando presente em baixa concentragdo, comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne a sua oxidagdo
(HALLIWELL, 1995).

Os antioxidantes atuam de diferentes maneiras. Podem impedir a
formac@o de radicais livres, principalmente pela inibi¢do das reagdes em
cadeia com o ferro e o cobre. Ainda, interceptam os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, ¢ podem
reparar as moléculas oxidadas (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990;
NOORI, 2012). Em algumas situa¢des, pode ocorrer uma adaptacao do
organismo em resposta a geragdo desses radicais, com o aumento da
sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI, ANTUNES, 1999).

O sistema antioxidante classifica-se em: enzimatico e nio-
enzimatico (SIES, 1993). As concentra¢des das enzimas antioxidantes
nas células sdo importantes para a sobrevivéncia no ambiente aerobico
(BARNETT, KING, 1995).

Os eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superdxido
dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com o0s
compostos oxidantes, protegendo as células e os tecidos do EO
(HALLIWELL, 1995). O sistema antioxidante ndo-enzimatico ¢
formado por muitas substincias, entre elas, a glutationa (GSH),
principal composto antioxidante intracelular; o 4acido urico; pelas
vitaminas C, E e carotenoides; minerais e pelos polifendis (BIANCHI,
ANTUNES, 1999; VESKOUKIS, TSATSAKIS, KOURETAS, 2012).
Destaca-se que, a alimentacdo ¢ fundamental para a obtengdo de
vitaminas, minerais e polifendis (HALLIWELL, 1995; BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

Em estudos epidemiologicos e clinicos, além da avaliacdo dos
antioxidantes separadamente, tem sido proposta a avaliagdo da
capacidade antioxidante total (CAOT) dos fluidos biologicos. A CAOT
¢ utilizada por ser considerada a interagdo que existe entre os
antioxidantes no plasma ou no soro (VASCONCELOS et al., 2007) ¢ a
resisténcia aos agentes oxidantes (AHMADPOOR et al.,, 2009;
MONTAZERIFAR et al., 2010) e ao EO (EVELSON et al., 2001;
MONTAZERIFAR et al., 2010).
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Os diversos métodos propostos na literatura para avaliar a CAOT,
variam quanto ao tipo de radical gerado, ao indicador de oxidagdo
escolhido e ao método usado para a sua deteccdo e quantificacdo. Sao
chamados trap assays. Nestes ensaios, um radical ¢ gerado e reage com
moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia,
perda ou ganho de sinais de ESR (do inglés Electron Spin Resonance).
A presenca de antioxidantes altera esses sinais, o que permite sua analise
quantitativa (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Dentre os métodos de avaliacdo utilizados, citam-se aqueles
conhecidos pelas siglas TRAP (do inglés Total Reactive Antioxidant
Potential), ORAC (do inglés Oxygen-Radical Absorbancy Capacity),
FRAP (do inglés Ferric-Reducing Ability of Plasma) e TEAC (do inglés
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (RE et al, 1999;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).
A determinagdo analitica de TRAP e ORAC envolve reacdes de
transferéncia de atomos de hidrogénio, enquanto que FRAP ¢ TEAC,
referem-se a reacdes de transferéncia de elétrons (HUANG et al., 2005).

Medindo-se a CAOT pelo método FRAP, no plasma humano,
observou-se que a CAOT ¢ formada pela presenga de: acido trico
(60%), vitamina C (15%), proteinas (10%), a-tocoferol (5%), bilirrubina
(5%) e outros (5%) (BENZIE, STRAIN, 1996).

Erel (2004) descreveu o método Total Antioxidant Status (TAS)
para medir a capacidade antioxidante total em amostras biologicas,
baseado na habilidade dos antioxidantes bloquearem o cation radical
estivel ABTS (do inglés 2,2"-azinobis-(3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonic) diammonium salf). A medicdo do TAS reflete o estado
antioxidante geral do organismo (BASER et al., 2015). Por meio desse
método, avaliado no plasma, a contribui¢do individual dos antioxidantes
¢é: proteinas (53%), acido urico (33%), vitamina C (5%), a-tocoferol
(2%, bilirrubina (2%) e outros (5%) (EREL, 2004).

2.5.1 Defesas antioxidantes enzimaticas

O sistema antioxidante enzimatico evita o acimulo do &nion
radical superoxido e do peroxido de hidrogénio, sendo formado por
diversas enzimas, destacando-se a SOD, a CAT e a GPx (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

A SOD representa o maior sistema de defesa contra o dano
oxidativo. Ela dismuta enzimaticamente o radical superdxido,
convertendo-o a oxigénio e peroxido de hidrogénio, que ¢ menos reativo
e pode ser metabolizado por outras enzimas, como a CAT e a GPx
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(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). E importante ressaltar, que
nenhuma outra enzima catalisa esta reagdo (MCCORD, EDEAS, 2005)
e que a SOD ¢ a primeira linha de defesa contra os danos causados pelas
ERO (FRIDOVICH, 1995).

A CAT ¢é uma hemeproteina citoplasmatica encontrada no
sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado, cuja principal fungdo ¢
dismutar o peréxido de hidrogénio em oxigénio e dgua (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Esta presente principalmente no peroxissoma
das células, que ¢é a principal organela responsavel pela desintoxicagao
celular e pela oxidagao de acidos graxos de cadeia longa, porém também
existe no citosol das células. Sua atividade ¢é dependente da
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidase
(GOODYEAR-BRUCH, PIERCE, 2002).

A GPx ¢ uma selenoenzima, cuja fungfo ¢ catalisar a dismutagao
de peroxidos organicos e perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
utilizando a GSH. A GSH ¢ oxidada neste processo, formando a
glutationa oxidada (GSSG) que ¢ toxica para as células. Desta forma, na
presenga de glutationa redutase (GR), a GSSG ¢ reduzida novamente a
GSH as custas do NADPH (BABIOR, 1997, GOODYEAR-BRUCH,
PIERCE, 2002; VALENTINI et al., 2007). A GPx apresenta-se sob 4
formas: GPx 1, encontrada nas hemacias e citoplasma de quase todos os
tecidos; GPx 2, especifica do trato gastrointestinal, GPx 3, encontrada
no fluido do revestimento interno do pulmao e no leite materno, além do
plasma de mamiferos, e a GPx 4, que atua nos perdxidos de residuos de
acidos graxos nas membranas e lipoproteinas (URSINI et al., 1985;
AVISSAR et al., 1994).

2.5.1.1 Defesas antioxidantes enzimaticas e doenga renal cronica

Os rins s80 o principal sitio de sintese da GPx plasmatica, que é
capaz de acumular selénio (TEPEL et al., 2003; MODARESI, NAFAR,
SAHRAETI, 2015). Os tabulos renais sdo o local proeminente da sintese
de GPx e, em pacientes submetidos a HD, a atividade da GPx ¢ reduzida
a metade, como resultado da redu¢do da massa ativa do néfron
(MODARESI, NAFAR, SAHRAEI, 2015). Ahmadpoor et al. (2009),
demonstraram que a atividade desta enzima estava notavelmente
diminuida (60%) nos pacientes submetidos a HD e em dialise peritoneal,
quando comparada aos controles saudaveis (sem DRC). Alguns autores
tém indicado uma diminui¢do gradual na atividade da GPx com o
avanco da DRC (ZACHARA et al., 2004; AHMADPOOR et al., 2009).
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A GSH esta diminuida em pacientes com DRC (EISELT et al.,
2000; TUCKER et al., 2013; RASOOL et al., 2017). Na DRC, a GSH
estd negativamente correlacionada com as toxinas urémicas
(RUTKOWSKI et al., 2006; RUTKOWSKI et al., 2007; MODARES]I,
NAFAR, SAHRAEI, 2015) e positivamente correlacionada com o
clearence de creatinina (TUCKER et al., 2013). Durante a sessdo de
dialise, foi observada significante redu¢do da GSH (HEMMATI et al.,
2008; STEPNIEWSKA et al., 2014; OGUNRO et al., 2014). Isto pode
ser em decorréncia a sua excessiva oxidagdo, a falta da sua forma
reduzida ou a baixa atividade da y-glutamil-cisteina sintetase necessaria
para a sua recuperacdo (ALHAMDANI, 2005; HEMMATI et al., 2008).
Outro fator, poderia ser a perda de GSH durante a HD (VARAN et al.,
2010). Foi proposto que quanto maior o tempo em que um paciente esta
submetido & HD, menores as concentra¢des de GSH (STEPNIEWSKA
et al, 2014). Uma diminui¢do na atividade da glutationa redutase
também foi observada nestes pacientes (AHMADPOOR et al., 2009;
STEPNIEWSKA et al, 2014), o que propiciaria uma diminuida
regeneracdo da GSH e um inadequado funcionamento do sistema
antioxidante (TANDOGAN, ULUSU, 2006). Além disto, a deplecio da
sintese de ATP pela mitocondria, demonstrou redugdo nos niveis de
GSH, uma vez que sua taxa de formagdo ¢é mediada pelo ATP. E
postulado que isso ocorra em todos os segmentos dos néfrons, exceto
nos tubulos proximais (RASOOL et al., 2017).

Os polimorfismos podem contribuir para a modulagéo do grau de
EO em pacientes submetidos 8 HD (CRAWFORD et al., 2011; CAI et
al., 2012; TRABULUS et al., 2012; SUVAKOV et al., 2013). Pacientes
em HD que apresentaram polimorfismos na familia das proteinas da
glutationa S transferase, que protege o DNA celular contra o dano
oxidativo, estavam mais vulneraveis ao EO, quando comparados aos
pacientes que ndo possuiam este polimorfismo (LIN et al., 2009;
SUVAKOV et al., 2013).

Os estudos que avaliaram as concentragdes da enzima SOD na
DRC sao contraditérios. Alguns relataram atividade diminuida (NAGA
et al., 2007; VARAN et al, 2010; SHIVASHEKAR et al., 2012;
GUNAL et al., 2013; STEPNIEWSKA et al., 2014; RASOOL et al.,
2017), enquanto outros citam que a sua atividade estava dentro de
concentragdes consideradas normais (ATAMER et al.,, 2008) ou
aumentada (KUO et al., 2005; COACCIOLI et al., 2010; NUNEZ et al.,
2010, PUGALENDHI et al., 2012; STEPNIEWSKA et al., 2014). Como
existem varias isoformas de SOD (citossolica, mitocondrial e
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extracelular), ¢ dificil extrapolar os ensaios nos diferentes estudos
(COACCIOLI et al., 2010; FLORENS et al., 2016).

A SOD tem relag¢do inversa com a concentracdo de creatinina
sérica e estd positivamente correlacionada com a TFG (YILMAZ et al.,
2006). Assim, a falta de consisténcia dos resultados, sugere que os
achados das pesquisas devam ser cuidadosamente interpretados
(TUCKER et al, 2013). O aciumulo do radical superoxido,
especialmente em pacientes com DRC sem tratamento em HD, pode ser
o responsavel pelo aumento na peroxidagao lipidica, o que poderia levar
ao decréscimo na atividade da SOD (TBAHRITI et al., 2013).

A hipoétese de que a DRC pode levar a sub regulagdo da SOD foi
confirmada no estudo de Vaziri et al. (2003). Os autores conduziram a
pesquisa com modelos animais de DRC e observaram que este grupo,
exibiu uma significante diminui¢do nas concentragdes das enzimas
CuZn-SOD e Mn-SOD nos tecidos renal e hepatico. Diante disto, foi
suposto que a DRC, resulte em severa reducdo das isoformas celulares
da SOD e que a deficiéncia nesta enzima, pode contribuir, em parte,
para a patogénese do EO no modelo experimental em animais (VAZIRI
etal., 2003).

A CAT ¢ uma enzima chave na defesa antioxidante durante a
lesdo renal. A perda da sua fungdo leva ao aumento nos produtos de
oxidacdo e a fibrose renal severa, resultando em doenca renal
progressiva (RASOOL et al., 2017). E proposto que a atividade da CAT
esteja diminuida em pacientes com DRC (MEKKI et al, 2010;
SHIVASHEKAR et al., 2012; GUNAL et al., 2013; STEPNIEWSKA et
al., 2014; (RASOOL et al., 2017). Entretanto, outros estudos indicaram
que a sua atividade enzimatica estava normal (ATAMER et al., 2008;
ROMEU et al., 2010) ou elevada na DRC (FATOUROS et al., 2008;
KNAP et al., 2009), sugerindo que os resultados devam ser interpretados
com cautela (TUCKER et al., 2013).

A relacdo entre a CAOT e a satde do rim ¢ influenciada por
variaveis de confusdo como o acido urico, (DOUNOUSI et al., 2006;
PALLESCHI et al., 2007; AHMADPOOR et al., 2009) e como descrito
previamente, existe uma variedade de técnicas utilizadas para a sua
determinagdo, ndo se tendo um método de referéncia para este marcador
(DOUNOUSI et al., 2006; AHMADPOOR et al., 2009; KUCHTA et al.,
2011; MEHMETOGLU et al., 2012).

Em pacientes com DRC, os estudos que avaliaram a CAOT séo
controversos (AHMADPOOR et al., 2009; MONTAZERIFAR et al.,
2010). Em pacientes submetidos a HD, antes da sessdo de dialise, as
concentracdes da CAOT, estavam significativamente aumentadas em
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comparacdo aos controles saudaveis (sem DRC) (JACKSON et al.,
1995; SAMOUILIDOU, GRAPSA, 2003; PALLESCHI et al, 2007
AHMADPOOR et al., 2009; MONTAZERIFAR et al., 2010; REDDY et
al., 2010; RUSKOVSKA, JANSEN, ANTAROROV, 2014), ¢ apds a
sessdo de dialise, significativamente diminuida (JACKSON et al., 1995;
MALLIARAKI et al., 2003; SAMOUILIDOU, GRAPSA, 2003;
PALLESCHI et al, 2007; MONTAZERIFAR et al., 2010; REDDY et
al., 2010; RUSKOVSKA, JANSEN, ANTAROROV, 2014). Estes
resultados, sugerem fragilidade no sistema de defesa antioxidante,
devido a perda de acido urico e vitaminas antioxidantes, especialmente a
vitamina C durante a HD (JACKSON et al., 1995; PALLESCHI et al,
2007, AHMADPOOR et al., 2009; MONTAZERIFAR et al., 2010,
REDDY et al., 2010). Apesar da existéncia de correlacdo positiva entre
as concentra¢des da CAOT e de acido tUrico antes da sessdo de dialise, o
acido urico isoladamente ndo pode ser considerado suficiente para
proteger do aumento do EO em pacientes submetidos a HD
(AHMADPOOR et al., 2009; MONTAZERIFAR et al., 2010). A
capacidade antioxidante aumentada, ndo indica prote¢do contra o EO e
nao exclui a deficiéncia de antioxidantes (AHMADPOOR et al., 2009;
MONTAZERIFAR et al., 2010).

Ruskovska et al. (2014) demonstraram que a capacidade
antioxidante total, avaliada pela técnica do TAS, em 32 pacientes
submetidos a HD, estava significamente diminuida em comparagdo aos
controles saudaveis (n = 47; sem DRC). Verificaram que nos pacientes,
os valores do TAS diminuiram 35,2% apds uma unica sessdo de dialise,
reforcando a perda de antioxidantes durante o processo de dialise. Ja
Horoz et al. (2011) verificaram que os valores do TAS estavam
diminuidos em 47 pacientes submetidos a HD, antes de realizarem a
sessdo de dialise, quando comparados aos 24 controles saudaveis (sem
DRC).

Assim, a diferenga entre os resultados, pode estar relacionada aos
diferentes métodos utilizados para se avaliar a capacidade antioxidante
total; como também a duracdo da doenca e o protocolo de tratamento
dos pacientes, idade, sexo e condigdes ambientais (MEHMETOGLU et
al., 2012).

2.5.2 Defesas antioxidantes ndo enzimaticas

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas, podem ser
produzidas in vivo, como ¢ o caso da GSH, da ubiquinona ¢ do acido
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urico, e obtidas por meio da dieta, como as vitaminas C, E, B-caroteno e
os polifendis (LIU, 2013).

O potencial antioxidante in vivo dos antioxidantes nao-
enzimaticos depende de algumas varidveis como: absor¢do e
biodisponibilidade, condi¢des fisiologicas, concentragdo plasmatica;
tipos de radicais livres gerados no processo oxidativo, em qual
compartimento celular foram gerados e como foram gerados
(BIANCHI, ANTUNES, 1999).

2.5.2.1 Vitamina C

A vitamina C ou acido ascorbico € hidrossoluvel e termolabil,
essencial ao homem, pois ndo pode ser sintetizada a partir da glicose que
¢ seu precursor, como ocorre nas plantas e na maioria dos animais
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; BARREIROS, DAVID,
DAVID, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007;
VASCONCELOS et al., 2007).

Em sistemas biologicos, em pH fisiologico, 99,95% da vitamina
C encontra-se na forma de ascorbato que ¢ a forma em que atua como
antioxidante, ao doar um H' ou [H™ +¢7] para um radical. O ascorbato
atua como antioxidante sobre ERO e¢ ERN, em ambiente bioldgico
aquoso, resultando na formagdo do anion radical semidesidroascorbato
ou ascorbila, pouco reativo. Atua eficientemente sobre o radical
superoxido, o peroxido de hidrogénio, o hipoclorito e os radicais
hidroxila e peroxila. O ascorbato pode atuar diretamente nas membranas
celulares, por impedir a iniciagdo da peroxidacdo lipidica ou
indiretamente por regenerar a vitamina E que atua como antioxidante na
face lipofilica da membrana. Além disto, o ascorbato pode regenerar o
anion radical urato, a partir do urato fechando o ciclo de atuagdo
antioxidante do mesmo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990;
BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2007; VASCONCELOS et al., 2007).

2.5.2.2 Acido urico

O 4cido urico ¢ a principal forma de excre¢do de nitrogénio das
aves ¢ dos répteis. Nos mamiferos, ¢ um produto secundario de
excrecdo, derivado das bases purinicas. Na maioria dos tecidos
organicos, encontra-se na forma de anion urato (LARSON, 1997;
BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006).
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O acido urico apresenta atividade antioxidante significativa e sua
concentracdo no plasma, ¢ superior a de outros antioxidantes. Em pH
fisiolégico, o acido urico ¢ dissociado a urato. Este tem solubilidade
menor em agua e sua concentragdo encontra-se muito proxima de seu
limite de solubilidade. O urato reage com o radical hidroxila, no entanto,
¢ inerte aos radicais superéxido, anion superéxido e peroxido de
hidrogénio. Sozinho ndo é capaz de desativar o oxigénio singleto, porém
no meio bioldgico, ele causa indiretamente sua desativagdo devido a
desativagdo de outras espécies reativas. Sua reagdo mais importante é
com os radicais peroxila e dioxido de nitrogénio. A desativagdo do
radical peroxila é a base do efeito antioxidante protetor do DNA e de
lipidios. Como ocorre em meio aquoso, o urato reage com o radical
peroxila antes deste penentrar a membrana celular e iniciar o dano. O
urato ¢ capaz de recuperar estruturas atacadas previamente que se
tornaram radicais livres, através da doacdo de um elétron e um proton.
Ele também ¢ responsavel pela estabilizacdo do ascorbato no plasma
sanguineo, inibindo a reacdo de Fenton através de sua capacidade de
quelar ions metalicos como Fe+3, Fe+2, Cu? e Cu (LARSON, 1997;
BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2007).

Entretanto, em casos de hiperuricemia, a atividade antioxidante
do acido turico é superada pela atividade pro-oxidante e pelos efeitos
pré-inflamatorios resultantes do acimulo de ERO. Assim, estes achados
sugerem que o acido urico sérico poderia ser tanto um fator de risco ou
de protecdo, quando presente em concentragdes aumentadas ou normais,
respectivamente (SAUTIN, JOHNSON, 2008; MARION et al., 2011).

2.5.2.3 Glutationa

A GSH ¢ um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que
exerce funcdes essenciais a célula, destacando-se como cofator da
familia das enzimas GPx, com sua oxidacdo a glutationa dissulfeto
(GSSG) (HUBER, ALMEIDA, FATIMA, 2008).

A GSH ¢ encontrada em concentragdes milimolares na maior
parte das células e €, a principal contribuinte para o estado redox da
célula. A capacidade redutora da GSH ¢é determinada pelo grupamento
SH, presente na cisteina e seu papel intracelular antioxidante inclui a
desintoxicagdo de xenobidticos e de ERO (TORRES, SOARES, MAIA,
2004). Existe nas células na forma reduzida (GSH) e na forma oxidada
(GSSG); podendo também estar covalentemente ligada as proteinas, por
meio de um processo chamado glutationionagdo. A razdo de
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GSH/GSSG ¢ determinada pelo estado redox da célula (MOSKAUG et
al., 2005). A GSH ¢ sintetizada enzimaticamente pela y-glutamilcisteina
sintetase (YGCS) e pela glutationa sintetase, sendo a primeira, a enzima
limitante da velocidade de sua formagao (MOSKAUG et al., 2005).

A GSH ¢ um tampao redox sulfidrilico que mantém os residuos
cisteinila da hemoglobina e de outras proteinas do eritrocito no estado
reduzido. A GSH ¢ o unico tiol ndo protéico presente em espécies
aerobias e seu papel intracelular antioxidante inclui a detoxificagdo de
xenobioticos e a neutralizagdo de ERO. A falha nesta fungdo resulta na
formagdo de meta-hemoglobina e consequente incapacidade do
eritrcito em transportar oxigénio, além de causar uma variacdo na
forma do eritrécito, impedindo sua passagem para Orgéos vitais. Além
de sua funcdo antioxidante, a GSH destaca-se na regulacdo da
proliferagdo celular e resposta imune (SANTANGELO et al., 2004).

2.5.2.4 Fitoquimicos

Os antioxidantes proveninetes da dieta constituem o sistema
exogeno de defesa. Dentro deste contexto, tém-se os fitoquimicos
provenientes de diferentes partes das plantas, tais como, sementes,
vegetais, frutos, folhas, raizes, especiarias e ervas (SKERGET et al,
2005).

Os fitoquimicos englobam carotenodides (o-caroteno, B-caroteno,
B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, astaxantina e licopeno); polifendis:
acidos fenolicos (acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicindmicos),
flavonodides (flavonois, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas e
isoflavonodides), estilbenos, cumarinas e taninos; alcaldides; compostos
azotados (derivados da clorofila, aminoacidos e aminas) e compostos
organossulforados (isotiocianatos, indoles, compostos de enxofre
alilicos) (HALL, CUPPETT, 1997; LIU, 2003).

Os polifendis sdo o maior grupo de fitoquimicos, com mais de
40.000 metabolitos secundarios de plantas e as protegem de condigdes
adversas do meio ambiente, do ataque de microorganismos e contribuem
com o desenvolvimento de caracteristicas que lhe conferem
propriedades especificas, assim como prote¢do antioxidante contra os
radicais livres gerados pela fotossintese (DORNAS et al, 2007
VESKOUKIS, TSATSAKIS, KOURETAS, 2012; LIU, 2013;
AMARARATHNA, JOHNSTON, RUPASINGHE, 2016). Sao
frequentemente encontrados unidos a glicosidios, sendo portanto,
hidrossoluveis. Eventualmente podem ser encontrados nas plantas como
agliconas (HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002; MANACH et
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al., 2005). Mais de 8.000 compostos polifenolicos foram descritos
(VESKOUKIS, TSATSAKIS, KOURETAS, 2012) e possuem como
caracteristica, mais de um grupo hidroxila ligado a um ou mais anéis
aromaticos (SCALBERT, WILLIAMSON, 2000; MANACH et al.,
2004; LIU, 2013).

Os compostos fenolicos se acumulam nas plantas (raizes, caules,
folhas, flores, frutos), de acordo com as caracteristicas da espécie, e sdo
geralmente mais abundantes no tecido epidérmico, como nas cascas das
frutas. Esta localizagdo preferencial, ¢ definida de acordo com o efeito
da luz no metabolismo fenolico, bem como, com a prote¢do dos
compostos fendlicos contra a radiagdo ultravioleta e fatores de estresse
(FRANCINI, SEBASTIANI, 2013).

Os constituintes fitoquimicos sdo subdivididos em classes, de
acordo com a estrutura quimica de cada substancia. E dentre os
compostos fendlicos, destacam-se: flavonoides, acidos fendlicos,
taninos, estilbenos e cumarinas (Figura 1) (SCALBERT,
WILLIAMSON, 2000; MANACH et al., 2004; MANACH et al., 2005;
LIU, 2013).

Figura 1 - Classificagdo dos fotoquimicos dietéticos.
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A maior fonte de ingestdo de polifenois ¢ a dieta (PANICKAR,
ANDERSON, 2011). E estimado que a ingestdo diaria seja de
aproximadamente 1g/dia (SCALBERT, WILLIAMSON, 2000). Sao
largamente encontrados em frutas, vegetais, cereais e bebidas. Foi
estimado que frutas como uva, magd, perd, cereja ¢ berries contenham
entre 200 — 300 mg de polifendis por 100 g de peso fresco. Os produtos
feitos a partir destas frutas, também contém polifendis em quantidade
significativa (PANDEY, RIZVI, 2009; ZHANG, TSAO, 2016).

As propriedades biologicas dos polifendis dependem da sua
biodisponibilidade. A evidéncia indireta de sua absor¢do por meio da
barreira intestinal ¢ o aumento da capacidade antioxidante do plasma
apos o consumo de alimentos ricos em polifenodis. A estrutura quimica
dos polifenodis determina a sua taxa de absorcdo intestinal e a natureza
dos metabolitos que circulam no plasma (SCALBERT, WILLIAMSON,
2000; MANACH et al., 2005). A absor¢do depende da quantidade, do
veiculo de administracdo, da dieta e da microbiota do colon (HEIM,
TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002).

Dentre os beneficios dos polifendis para a saude humana,
destacam-se seus efeitos antioxidante e anti-inflamatorio. Os
mecanismos destes efeitos sdo considerados decorrentes da sua
capacidade em neutralizar os radicais livres, restaurar as atividades das
enzimas antioxidantes e regular a inflamacdo induzida por citocinas
(ZHANG, TSAO, 2016).

Os polifenodis podem inativar os radicais livres, doando um atomo
de hidrogénio a uma gama de ERO, ERN e espécies reativas de cloro
(ERCI), incluindo: radical superdxido (O,"), radical hidroxila (OH"),
radical peroxil (RO,’), acido hipocloroso (HOCI) e acido peroxinitroso
(ONOOH) (TSAO, 2010; ZHANG, TSAO, 2016).

Os compostos fendlicos interrompem o estagio de propagacao das
reacdes em cadeia de autoxidacdo de lipideos, atuando como
neutralizadores de radicais ou como quelantes de metais, convertendo
hidroperdxidos ou metais pro-oxidantes em compostos estaveis. Como
quelante de metais, os compostos fenolicos podem inibir a redugdo do
Fe’", diminuindo a produgdo de radical hidroxila (OH") via reagdo de
Fenton (PERRON, BRUMAGHIM, 2009; ZHANG, TSAO, 2016).
Tanto os acidos fendlicos como os flavonodides, possuem atividade de
neutralizag¢do de radicais, no entanto, o potencial de quelar metais e de
reducdo podem variar dependendo das suas caracteristicas estruturais
(TSAO, 2010; ZHANG, TSAO, 2016). Os polifen6is atuam como co-
antioxidantes e estdo envolvidos na regeneragdo de antioxidantes
(TSAO, 2010).
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O consumo de polifendis tem demonstrado restaurar o estado
redox celular, por aumentar a atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT e GPx (ZHANG, TSAO, 2016). A modulagdo dessas enzimas
pelos polifendis, parece ocorrer via ativagdo do fator de transcricdo Nrf2
(do inglés Nuclear factor E2-related fator 2) (CHUANG, MCINTOSH,
2011; PALSAMY, SUBRAMANIAN, 2011).

Em condicdes basais, o Nrf2 encontra-se inativo no citoplasma,
ligado ao complexo Keapl (do inglés Kelch ECH associating protein 1),
o qual impede sua translocagdo para o nicleo. No entanto, em resposta
ao EO, o Nrf2 dissocia-se do Keapl e transloca-se para o ntcleo, onde
se liga aos elementos de resposta antioxidante (do inglés Antioxidant
responsive elemento, ARE), ativando a transcricdo de enzimas
antioxidantes (CHAPPLE, SIOW, MANN, 2012; TAKAYA et al.,
2012; SEFORA-SOUSA, DE ANGELIS-PEREIRA, 2013). Neste
contexto, os flavonoides e seus metabolitos podem induzir a dissociagdo
do complexo Keap1/Nrf2, induzindo a atividade transcricional do Nrf2,
regulando a atividade das enzimas antioxidantes (ZHANG, TSAO,
2016).

Os flavonoides, os fitoquimicos mais abundantes em nossa dieta
(60% dos polifendis), contribuem com a eleveda capacidade
antioxidante observada em frutas e vegetais (KO et al., 2005; RAMOS,
2007). Mais de 10.000 flavonoides ja foram identificados
(KOZLOWSKA, SZOSTAK-WEGIEREK, 2014), e sdo definidos como
compostos que tém niicleo aromatico com substituintes hidroxilados
e/ou derivados funcionais (SANTOS, 2010). Estes compostos
apresentam uma estrutura comum de difenilpropano (CsO;Cs),
consistindo em dois anéis aromaticos unidos por trés carbonos. O anel A
apresenta um padrdo caracteristico de hidroxilagdo na posi¢do cinco e
sete. O anel B ¢ normalmente hidroxilado nas posi¢des 4; 34 ou 345
(Figura 2) (DORNAS et al., 2007; CAMMERER, 2012). Os flavonoides
apresentam intrinseca variacdo estrutural devido as diferencas
estruturais no anel aglicona e no seu estado de oxido-redugdo; diferencas
no numero e posicionamento de hidroxilas; e por diferengas na
derivacdo dos grupos hidroxila (SANTOS, 2010). Sdo subdivididos em
seis grandes subclasses, baseado na variacdo do anel heterociclico C
(KOZLOWSKA, SZOSTAK-WEGIEREK, 2014), conforme
demonstrado na Figura 1.
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2.5.2.5 Atividade antioxidante dos flavonoides

As dietas ricas em frutas e vegetais parecem diminuir o risco de
doengas, como as cardiovasculares e de alguns tipos de cancer
(PANDEY, RIZVI, 2009; PALOMO et al., 2010; ZAMORA-ROSA et
al., 2011; BAO et al., 2013, FRANCINI, SEBASTIANI, 2013; LIU,
2013; HUYUT, BEYDEMIR, GULCIN, 2017), interferindo na
producdo de ERO e minimizando o EO (STEFFEN et al., 2003;
GOTTLIEB et al., 2010; HUYUT, BEYDEMIR, GULCIN, 2017).

Figura 2 - Estrutura bésica dos flavonoides.

Fonte: Dornas et al., 2007.

A capacidade antioxidante dos polifenois é determinada pela sua
estrutura; em particular por hidroxilas que podem doar elétrons e
suportar como resultado a deslocalizagdo em torno do sistema aromatico
(HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002; HALLIWELL, 2007;
CAMMERER, 2012). Outro determinante estrutural importante, ¢ a
capacidade antioxidante dos flavonoides, atribuida as hidroxilas que
atuariam no aumento do potencial antioxidante (DORNAS et al., 2007)

Os flavonoides podem agir como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, sequestrantes do radical superdxido e oxigénio singleto e
como quelante de metais de transicdo, diminuindo a formagdo de
espécies reativas (HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002;
HALLIWELL, 2007). Os flavonoides também reduzem os radicais de o-
tocoferol, inibem as oxidases, atenuam o estresse de nitrosaminas e
aumentam as concentra¢des de acido trico e moléculas de baixo peso
molecular (HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002;
PROCHAZKOVA, BOUSOVA, WILHELMOVA, 2011). Mesmo
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baixas concentragdoes de flavonoides, estimulam a transcricdo génica
para a sintese de GSH nas células (MOSKAUG et al., 2005).

Evidéncias sugerem que os flavonoides protegem o DNA do dano
induzido por radicais livres por meio de mecanismo sequestrante,
podendo diminuir a incidéncia de quebra da cadeia dupla (ANDERSON
et al., 2000; CAMMERER, 2012). Por atuarem como agentes quelantes
de ions metalicos, € proposto que inibam o inicio da peroxidagdo
lipidica (RIETVELD, WISEMAN, 2003; CAMMERER, 2012).

Muitos flavonoides podem diminuir o EO, induzindo a formagéo
da glutationa S-transferase e propiciando a detoxificacdo de agentes
alquilantes, como herbicidas, pesticidas e xenobidticos (FIANDER,
SCHNEIDER, 2000; CAMMERER, 2012).

Apesar dos flavonoides apresentarem uma grande capacidade
antioxidante in vitro, a sua eficiéncia in vivo ¢ limitada por sua
biodisponibilidade que depende de alguns fatores, especialmente da
matriz dos alimentos (MANACH et al., 2005; WRUSS et al., 2015).
Além disto, a absor¢do dos flavonoides ¢ baixa comparada a outros
antioxidantes dietéticos (MANACH et al., 2004; CAMMERER, 2012).
Muitos flavonoides sdo encontrados como B-glicosidios ou polimeros e
apresentam redu¢@o na absor¢do, a ndo ser que esta ligagdo seja rompida
através da hidrolise pela microbiota intestinal. Desta forma, a
biodisponibilidade de muitos flavonoides dietéticos pode ser limitada
(ERLUND, 2004; CAMMERER, 2012).

A meia vida dos polifendis no plasma raramente pode ser
calculada com precisdo. A meia vida das isoflavonas e da quercetina ¢é
de 4-8 horas e 11-28 horas, respectivamente. E considerado que seja de,
aproximadamente 2 horas para antocianinas e 2-3 horas para flavanois.
Por sua vez, ¢ considerado que algumas catequinas tenham elimina¢do
mais lenta, provavelmente devido a elevada excrecdo biliar ou
complexidade com as proteinas do plasma (STOCKER, BOWRY,
FREI, 1991; CAMMERER, 2012). A concentra¢do plasmatica maxima
para a maioria dos polifendis é observada entre 1-8 horas apos o
consumo (MANACH et al, 2004), sendo no entanto, para os
flavonoides entre 1-3 horas (MANACH et al., 2005).

Apesar das informagdes sobre os flavonoides e sua acdo
antioxidante in vivo serem escassas, ¢ suposto que tenham uma
contribui¢do significativa nas defesas antioxidantes (CAMMERER,
2012). Portanto, a ingestdo/inclusdo de frutas e vegetais na dieta dos
pacientes submetidos a HD, torna-se uma promissora alternativa em se
diminuir o EO e aumentar as defesas antioxidantes.
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2.6 NUTRICAO E HEMODIALISE

A desnutricdo ¢ comum em pacientes com DRC e naqueles
submetidos a HD, sendo o comprometimento do estado nutricional
relacionado ao aumento da morbidade, mortalidade e hospitalizagdes
nesta populacdo (MORAIS et al., 2005; RAIMUNDO et al., 2002;
BARBOSA, JUNIOR, BASTOS, 2007; SANTOS et al., 2013, CHAN et
al., 2014; PALMER et al., 2015). O desequilibrio nutricional torna-se
mais grave com o progresso da DRC, devido a diminui¢ao da ingestdo
dietética, enquanto a necessidade de uma ingestdo didria adequada de
macro e micronutrientes aumenta com as perdas de nutrientes e pelo
catabolismo (KIM, LIM, CHOUE, 2015).

As caracteristicas inerentes a modalidade dialitica podem
interferir no habito alimentar e/ou no estado nutricional do paciente
(AVESANI et al., 2001). A variagdo no estado de hidratagdo imposta
pelo proprio esquema de dialise, o longo tempo que o paciente
permanece no centro de didlise, o uso de medicamentos e a ocorréncia
de comorbidades podem impor modificagdes nos habitos alimentares
dessa populagdo (AHMED, KOPPLE, 1997).

Além disto, os especialistas em nutrigdo renal recomendam o
termo protein-energy wasting (PEW) ou desnutricdo energético-
proteica, para referir-se a0 comprometimento do estado nutricional de
pacientes com DRC, no qual a diminuicdo nos estoques corporais de
proteina ¢ gordura ndo pode ser solucionada unicamente por meio da
dieta (FOUQUE et al., 2008).

Os pacientes submetidos @ HD, podem desenvolver deficiéncias
de macro e micronutrientes devido: ao estado nutricional e inflamatorio;
as restricdes dietéticas; a anorexia induzida pelas toxinas urémicas; as
alteragdes funcionais no sistema digestivo; as mudangas no paladar; a
depressdo e ao estresse emocional; a fadiga; ao uso de medicamentos
que podem influenciar na absor¢do dos nutrientes; as constantes
enfermidades intercorrentes; as perdas de nutrientes no dialisato, as
alteragdes metabodlicas e a didlise inadequada (LOMBARDO,
CUSUMANO, 1996; MARTINS, 2001; CUPPARI et al, 2005;
RAIMUNDO et al., 2002; BOSSOLA et al., 2011; KHOUEIRY et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2011; CHAN et al., 2014; KIM, LIM, CHOUE,
2015; JANKOWSKA et al., 2016; JANKOWSKA, RUTKOWSKI,
DEBSKA-SLIZIEN, 2017). Somado a isto, o contato do sangue com a
membrana do capilar ndo totalmente biocompativel, estimula a resposta
imunolodgica, aumentando o catabolismo (KAISEN, 1998; LOWRIE,
1998; YEUN, 1998).
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Os pacientes submetidos & HD, podem apresentar deficiéncia de
micronutrientes, como vitaminas do complexo B (tiamina, piridoxina,
acido f6lico); vitamina C; ferro, selénio e zinco (DESCOMBES et al.,
1993; BOHM et al., 1997, ERTEN, KAYATAS, 1998; MARTINS,
2001; SCHMITT, 2006; RIBEIRO et al., 2011; BOSSOLA et al., 2014;
CHAN et al., 2014; JANKOWSKA, RUTKOWSKI, DEBSKA-
SLIZIEN, 2017). A perda de micronutrientes pode ocorrer em todos os
estagios da DRC. Nos estagios iniciais da doenga, os micronutrientes
sdo perdidos pela urina, devido a insuficiente reabsor¢do por
transportadores especificos e/ou também, devido ao uso de diuréticos
(JANKOWSKA, RUTKOWSKI, DEBSKA-SLIZIEN, 2017). Durante o
procedimento de HD, além da agdo catabdlica, sdo perdidos
aminoacidos, peptideos e vitaminas hidrossoluveis para o dialisato. Esta
perda pode estar ligada a hidrossolubilidade e ao baixo peso molecular
destes compostos (BOHM et al., 1997, SCHMITT, 2006; BOSSOLA et
al., 2014; CHAN et al., 2014).

A perda de 4acido ascoérbico durante uma uUnica sessdo de
hemodialise pode ser de 28% (JANKOWSKA et al, 2003).
Recentemente, demonstrou-se que as perdas intradialiticas podem
chegar a 60% (SIROVER et al., 2015). Essa perda de vitamina C, altera
as vias dos antioxidantes enzimaticos, bem como a agdo de
antioxidantes hidrofobicos como a vitamina E (GALLI et al., 1999;
SCHIMITT, 2006). A perda de antioxidantes associada ao aumento na
produgdo de ERO, decorrente da condi¢do urémica ¢ da HD per se,
contribuem para o aumento do EO (MORENA et al., 2002; SCHIMITT,
20006).

Em estudo realizado com 128 pacientes submetidos a HD, na
Italia, com o objetivo de identificar a ingestdo de nutrientes desta
populagdo, por meio do recordatorio alimentar de trés dias, a média de
ingestdo calorica e proteica foi de 22,9 + 9,1 kcal/kg/dia e 0,95 + 0,76
g/kg/dia, respectivamente. A ingestdo diaria de carboidratos e lipideos
representada como percentual caldrico do total ingerido foi de 51,8% =+
8,9 €32,1% + 7,1, respectivamente. A média diaria de ingestao de fibras
foi de 11,8 + 6,1g. Os autores concluiram que a ingestdo didria de
calorias, proteinas e fibras estava abaixo dos valores recomendados pelo
guia da American Heart Association (2000) (BOSSOLA et al., 2013).

Avesani et al. (2001) avaliaram os habitos alimentares de 30
pacientes submetidos a HD, na cidade de Sao Paulo (SP) e concluiram
que 43% deles trocavam uma refeicdo (almogo ou jantar) por um lanche
no dia da dialise. Com relagdo a aversdo a alimentos, 40% referiram a
algum tipo de carne (boi, frango, porco, peixe ou embutidos). Dentre os
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sabores, 63% referiram preferir o sabor salgado. Quanto as preferéncias
alimentares, os alimentos ricos em proteinas foram referidos por 50% e
os outros 50% preferiram os alimentos ricos em carboidratos. Os
alimentos mais consumidos diariamente foram: arroz, pao, frutas, feijao
e leite. A frequéncia de consumo diario de hortalicas foi
significantemente menor do que a de frutas (27% e 67%,
respectivamente).

Ribeiro et al. (2011) analisaram o comportamento alimentar de 90
pacientes submetidos & HD, na cidade de Belo Horizonte (MG), quanto
ao habito de jantar ou substituir esta refei¢do por lanches e a ingestao de
macro e micronutrientes. Foi verificado que grande parte dos pacientes,
possuia o habito de jantar e fracionava suas refeicdes em 4 - 5 vezes ao
dia. As pessoas que jantavam, apresentaram maiores valores medianos
na ingestdo calorica e protéica e as que faziam lanches, maiores valores
no consumo lipidico. Em geral, com relagdo aos micronutrientes, foi
observada uma baixa ingestdo, inclusive nos pacientes que tinham o
habito de jantar (sendo ainda menor nos que substituiam esta refei¢do
por lanche). Na maioria, os participantes ndo apresentaram ingestao
excessiva de potassio e fosforo.

Machado, Bazanelli, Simony (2014) avaliaram o consumo de
energia, proteina, fosforo e potassio, em 34 pacientes submetidos a HD,
na cidade de Guarulhos (SP), por meio de registro alimentar de 3 dias.
Os autores verificaram que o consumo médio de energia, proteina,
fosforo e potassio correspondeu a 19,0 kcal’kg, 0,9 g/kg, 612,5 mg e
1400,2 mg, respectivamente, sendo inferior as recomendagdes
estabelecidas pela National Kidney Foudation (2000).

Nos Estados Unidos, Khoueiry et al. (2011) avaliaram a dieta de
70 pacientes submetidos a HD que recebiam ou ndao suplementacdo
vitaminica, sendo constatado que ambos os grupos apresentaram uma
ingestdo caldrica e proteica abaixo da recomendada pela National
Kidney Foudation (2000). Além disto, a maioria consumia uma dieta
aterogénica, rica em gorduras saturadas e colesterol. A média de
ingestdo diaria de fibras foi abaixo da recomendada (10,77 g)
(KHOUEIRY et al., 2011).

Bovio et al. (2016), na Italia, avaliaram a ingestdo alimentar
durante 7 dias, de 14 pacientes submetidos a HD e a compararam com as
recomendagdes do guia European Best Practice Guidelines (EBPG)
(2007). Os autores concluiram que a média de ingestdo diaria de
macronutrientes (energia, proteinas e fibras) e micronutrientes (calcio,
ferro, niacina, tiamina e riboflavina) estava inadequada, quando
comparada ao EBPG.
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Luis et al. (2016), na Espanha, avaliaram a qualidade da dieta
utilizando o recordatorio alimentar de trés dias em 91 pacientes
submetidos & HD. Setenta e sete por cento e¢ 50% dos pacientes,
apresentaram respectivamente, uma ingestdo energética e protéica
abaixo do recomendado pelos guidelines: European Best Practice
Guideline on Nutrition and Chronic Kidney Disease, Clinical Practice
Guidelines for Nutrition in Chronic Renal Failure e K/DOQI Clinical
Practice Guidelines for Management of Dyslipidemias in Patients With
Kidney Disease. Embora metade dos pacientes atendesse as
recomendagdes para a ingestdo de gordura dietética, 92% dos
participantes apresentaram excesso no consumo de gordura saturada.
Apenas 22% dos pacientes, consumiam fibras adequadamente. Menos
de 50% dos participantes atingiu as recomendagdes para ingestdo de
vitaminas e micronutrientes. Houve excesso na ingestdo de fosforo,
calcio, s6dio e potassio e deficiéncia em magnésio. Desta forma, de
maneira geral, os pacientes submetidos a HD, nfo atendiam as
recomendagoes dietéticas renais especificas.

Na Polonia, Jankowska et al. (2016) analisaram a ingestdo
dietética de vitaminas em 202 pacientes com DRC: 50 pacientes nao
dialisados, 62 pacientes em dialise peritoneal, 45 em hemodidlise e 45
transplantados. Os autores constataram que o conteudo de vitaminas
lipossoluveis da dieta foi insuficiente em todos os grupos analisados,
com uma prevaléncia notavelmente elevada de deficiéncia de vitamina
D. A ingestao média das vitaminas hidrossoluveis estava proxima da
recomendada, com excec¢do do acido folico, que estava deficiente em
todos os grupos. Os pacientes submetidos a HD estavam em maior risco
de deficiéncia, enquanto que os transplantados tiveram uma ingestao
mais apropriada de vitaminas por meio da dieta.

Kelly et al. (2017), conduziram uma metanalise com estudos de
coorte, para avaliar a associacdo entre padrdo dietético e mortalidade em
pacientes com DRC. Um total de sete estudos envolvendo 15.285
participantes foram incluidos. O padrdo alimentar saudavel foi associado
a um consumo maior de frutas e vegetais, peixes, legumes, cereais,
graos integrais e fibras; e a um baixo consumo de carne vermelha, sal e
acucar refinado. Esse padrio alimentar saudavel foi associado com uma
mortalidade menor (46 menos mortes por 1.000 pessoas ao longo de 5
anos) em pacientes com DRC.

Martins et al. (2017) investigaram a qualidade dietética e o
consumo de alimentos ultraprocessados, em 153 idosos (> 60 anos) nao
institucionalizados submetidos & HD e em 47 idosos saudaveis (sem
DRC), no Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Os autores concluiram que o
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grupo de idosos submetidos a HD, apresentou pior qualidade dietética
(consumo menor de frutas, folhosos verde escuros, vegetais, legumes,
carnes € ovos) ¢ maior consumo de alimentos processados e
ultraprocessados. Além disto, a qualidade da dieta foi pior no dia de
dialise, quando comparado ao dia de ndo-dialise.

Desta forma, destaca-se a importincia de uma alimentagdo
adequada, uma vez que a inadequagdo de nutrientes na dieta ¢ frequente
em pacientes submetidos a HD, podendo ser associada, ao aumento da
morbidade e mortalidade (CHAN et al., 2014; KELLY et al., 2017).

2.6.1 Recomendacdes dietéticas para pacientes submetidos a
hemodialise

Apesar da importancia de consenso nas recomendagdes dietéticas,
para nortear a prescri¢do dietética (Quadro 1), deve ser destacado que a
ingestdo caldrica deve ser adequada ao balango nitrogenado e ao peso
(NATIONAL KIDNEY FOUDATION, 2000) ¢ que a dieta deve atender
as necessidades individuais de macro e micronutrientes.

A ingestdo inadequada de nutrientes resultara em alteragdes no
estado nutricional e na composicdo corporal que irdo propiciar as
complicagdes relacionadas a DRC (FOUQUE et al, 2008). O aumento
da gliconeogénese e da formagdo de produtos residuais do metabolismo
proteico agravam os sintomas urémicos, além de estimular o
catabolismo dos tecidos corporais (FAUSTO et al., 1996).

A cada sessdo de dialise sdao perdidos em torno de 5 a 8 g de
aminoacidos livres (LONDON et al., 2003; BATISTA, VIEIRA,
AZEVEDO, 2004).Desta forma, a recomendagdo proteica, tem o
objetivo de manter o balango nitrogenado positivo ou neutro,
dependendo do nivel de estresse ¢ do metabolismo (KALANTAR-
ZADEH, KOPPLE, 2004; PINTO et al., 2009). A qualidade da proteina
também ¢ relevante, sendo priorizados no minimo 50% de proteinas de
alto valor bioldgico, com a finalidade de assegurar a ingestio de
aminoacidos essenciais (NATIONAL KIDNEY FOUDATION, 2000;
SANTOS et al., 2006). As proteinas de alto valor bioldgico apresentam
boa digestibilidade e aminoacidos essenciais, sendo fonte as carnes em
geral, ovos e laticinios (PIRES et al., 2006).



Quadro 1 - Recomendagdes diarias de calorias e nutrientes para os pacientes

submetidos a hemodialise

67

Calorias e Nutrientes Recomendacio
Energia (kcal) 35 kcal/kg/dia para pessoas com < 60 anos
30 — 35 kcal/kg/dia para pessoas com > 60 anos
Proteinas 1,2 g/kg/dia
Lipideos 25 - 35% das kcal totais da dieta
Gordura saturada < 7% das kcal totais
Gordura <20% das kcal totais
monoinsaturada
Gordura poli-insaturada | <10% das kcal totais
Carboidratos 50 — 60% das kcal totais
Fibras 20 — 25 g/dia
Soédio* 1.000 a 2.300 mg/dia
Potéssio* 1.000 a 3.000 mg, ou 40 mg/kg de peso atual
Fosforo* 800 a 1.000 mg ou < 17 mg/kg
Calcio <2 g/dia
Magnésio 200 — 300 mg/dia
Ferro Individualizado
Zinco 15 mg/dia
Vitamina B1 1,1 — 1,2 mg/dia
Vitamina B2 1,1 -1,3 mg/dia
Acido pantoténico 5 mg/dia
Biotina 30 pg/dia
Niacina 14 — 16 mg/dia
Vitamina B6 2 — 10 mg/dia
Vitamina B12 3 pg/dia
Vitamina C 60 — 100 mg/dia
Acido folico 1 — 5 mg/dia
Vitamina A 80 - 100 pg/dia
Vitamina D Individualizada
Vitamina E 15 Ul/dia

Fonte: Adaptado de Kalantar-Zadeh, Kopple, 2004; *Martins, Sato, Riella,

2013.

A recomendagdo dietética de fosforo deve ser individualizada,
pois depende de fatores como a fase da doenga, uso do medicamento
Calcitriol, presenga de doenca Ossea e concentra¢do sérica de fosforo
(NATIONAL KIDNEY FOUDATION, 2000). A HD ndo ¢ eficiente
para a remoc¢do do fosforo quando em excesso no plasma e, por isso, o
controle deste mineral pela dieta ¢ fundamental, visando a homeostase
do caélcio e do fosforo para a manuten¢do da massa dssea. Entretanto,
como ¢ recomendado aos pacientes submetidos a HD uma dieta



68

hiperproteica ¢ os alimentos com alto teor de proteina sdo naturalmente
ricos em fosforo, isso pode contribuir para o aumento na ingestdo do
mesmo, cuja ingestdo adequada ¢ um desafio (RUFINO et al., 1998;
CABRAL et al., 2005).

Em relacdo ao potassio, interfere na concentracdo plasmatica
desse mineral: a funcdo renal residual, acidose, medicamentos, eficacia
da dialise, constipagdo intestinal e o uso desse eletrolito nas solugdes
dialiticas (CUPPARI, AVESANI, KAMIMURA, 2013). Desta forma, a
ingestdo de potassio pela dieta, deve ser individualizada, observando-se
a sua concentragdo plasmatica. Consequentemente, na hipercalemia faz-
se necessaria a restricdo de potassio, o que, por sua vez, propicia menor
ingestdo de constituintes fitoquimicos.

A maioria dos alimentos ricos em potassio, contém elevado teor
em fibras, vitaminas, antioxidantes e residuos alcalinos (como frutas e
vegetais frescos). Portanto, o principal desafio do manejo dietético do
potassio, ¢ manter um consumo de fibras adequado, ajustando-se a
ingestdo de agua e de residuos acidos; porque a constipacdo ¢ a acidose
metabolica sdo, por si sO, os principais fatores de risco para a
hipercalemia (CUPISTI et al., 2018).

De acordo com o exposto, a fim de se estabelecer uma adequada
recomendagdo dietética, é necessaria uma analise rigorosa que inclui,
além da ingestdo calorica e proteica; a de potassio e fosforo; a de outros
macro e micronutrientes e a de constituintes fitoquimicos. Desta forma,
sdo fundamentais as informagdes sobre os padrdes alimentares; a
presenga de sintomas e indicadores clinicos e de avaliagdo do estado
nutricional de pacientes submetidos a HD (CHAN et al., 2014).

Sabe-se que as principais fontes de antioxidantes, fitoquimicos,
vitaminas e minerais sdo as frutas e vegetais, seus sucos e chas. Como ja
referido, devido a necessidade de restricdo na ingestdo de potassio e
agua, pode haver deficiéncia na ingestdo de antioxidantes presentes nos
alimentos (KALANTAR-ZADEH, KOPPLE, 2004; SANLIER,
DEMIRCIOGLU, 2007; STARK et al., 2011; KRISHNAMURTHY et
a.l, 2012; SAHNI et al., 2012; BOSSOLA et al., 2014; CHAN et al.,
2014).

2.6.2 Antioxidantes da dieta alimentar e hemodialise

Espera-se que os alimentos, como as frutas, vegetais e chas
atenuem os danos renais causados pelo EO, tendo em vista que os
compostos fenodlicos abundantes nestes alimentos, sdo antioxidantes
(SCALBERT, WILLIAMSON, 2000; DORNAS et al., 2007).
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Avesani et al. (2001) analisaram os habitos alimentares de 30
pacientes submetidos a dialise peritoneal ambulatorial continua e de 30
pacientes submetidos a HD, no Brasil, e concluiram que somente 67%
dos pacientes que realizavam HD consumiam frutas diariamente, 13% o
faziam de 2 a 3 vezes por semana ¢ 3% raramente as ingeriam. A
ingestdo de frutas ndo foi diferente entre os dois grupos.

Lou et al. (2007) avaliaram a dieta de 28 pacientes submetidos a
HD na Espanha e concluiram que a frequéncia diaria de ingestdo de
frutas foi de 1,3 (+ 0,4) porgdes/dia.

Com o objetivo de descrever as caracteristicas nutricionais de 210
pacientes com DRC em estagio final, antes de iniciarem a terapia
dialitica, Chan et al (2014) concluiram que o consumo de frutas e
legumes, foi insuficiente em 41,3% (abaixo de 2 porcdes/dia) e 89,2%
(abaixo de 5 por¢des/dia) dos participantes, respectivamente.

Wai et al. (2017) avaliaram a relagdo entre os habitos alimentares
e os desfechos clinicos relacionados a fungdo renal, em uma coorte de
145 pacientes com DRC (estdgios 3 e 4), na Australia. Os autores
concluiram que o padrio dietético saudavel, definido como consumo de
frutas e vegetais e consumo limitado de alcool, foi associado a
progressao mais lenta da DRC e a maior sobrevida dos pacientes em
estagio 3 ou 4.

Goraya et al. (2013) comparam se a ingestdo ad libitum de frutas
e vegetais (n = 36) ou de bicarbonato de sodio oral (1.0 mEq/kg por dia)
(n = 35), durante 1 ano, poderia melhorar a acidose metabdlica e
diminuir o dano renal quando adicionados & dieta de pacientes com
DRC no estagio 4 (TFG 15-29 ml/min per 1,73 m>, potassio plasmatico
< 4,6 mEqg/L). Os pacientes foram orientados a consumir as seguintes
frutas: maca, damasco, laranja, péssego, péra, uva passa € morango;
assim como os vegetais: cenoura, couve-flor, berinjela, alface, batata,
espinafre, tomate e abobrinha. Os autores concluiram que uma dieta ad
libitum em frutas e vegetais frescos, propiciou o controle da acidose
metabolica de maneira comparavel ao bicarbonato de s6dio, assim como
reduziu o dano renal (avaliado pelo calculo da TFG e dosagem da
creatinina e¢ albumina urinaria) nos pacientes. Além disto, nenhum
evento de hipercalemia (> 4,6 mEq/L) foi relatado apds um ano de
seguimento com a dieta ad libitum em frutas e vegetais. Os autores
atribuiram este fato, a excre¢@o urinaria de potassio que foi favorecida
pela ingestdo de anions ndo cloretos provenientes dos alimentos
vegetais.

Portanto, a utilizagdo de frutas e vegetais, associado a um
monitoramento nas concentragdes plasmaticas de potassio, poderia ser
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preconizado para pacientes com DRC (CHAUVEAU et al., 2018).
Desta maneira, a utilizagdo de frutas e legumes na dieta poderia tornar
os pacientes submetidos a HD, menos susceptiveis ao aumento do EO.

2.6.3 Ingestio de alimentos ricos em polifendis e diminuicio do
estresse oxidativo em pacientes submetidos 2 hemodialise

Os estudos que relacionam a ingestdo de alimentos ricos em
antioxidantes e os seus efeitos nos marcadores de EO em pacientes
submetidos & HD sdo escassos.

Spormann et al. (2008) avaliaram o dano oxidativo em 21
pacientes submetidos & HD (14 homens, idade 21-79 anos, ndo
fumantes, IMC= 26,04 + 3,83 kg/mz), dialisados 3x/semana, por 4 a 5
horas. Apos a ingestdo de 200 mL de suco de frutas vermelhas, por
quatro semanas, os pesquisadores concluiram que houve um decréscimo
significante na oxidagdo do DNA e de proteinas, na peroxidagdo lipidica
e na liga¢do do fator NF-kB ao nucleo, além de aumento da GSH. Esta
reducdo no dano oxidativo foi atribuida ao alto conteido de
antocianinas/polifenéis do suco.

Castilla et al. (2006) avaliaram os efeitos da suplementagéo
dietética de 100 mL de suco de uva concentrado, por 14 dias, em 26
pacientes submetidos 2 HD (13 homens; idade média de 62 anos £+ 3,4) e
15 controles saudaveis (10 mulheres; média de idade 34,4 anos + 3,3;
sem DRC). Foi constatado que, nos dois grupos, o consumo do suco
aumentou a CAOT, avaliada pelo método TEAC, o conteudo de o-
tocoferol na particula de LDL, nao havendo alteracdes nas
concentracdes séricas de acido urico e vitamina C. Houve também,
diminui¢do na concentragdo da proteina plasmatica quimo-atrativa de
mondcitos, de LDL e apoliproteina B e aumento do HDL e apoliproteina
A.

Shema-Didi et al. (2012) investigaram o efeito da ingestdo do
suco de romd nos marcadores de EO, inflamacdo, incidéncia de
hospitaliza¢des por infec¢des e progressao do processo aterosclerotico,
com base numa combinagdo de varidveis de medicdo das artérias
carotidas: espessura média da intima, nimero e a estrutura das placas. O
estudo foi randomizado, duplo cego, com 101 pacientes submetidos a
HD que receberam 100 mL do suco (0,7mmol de polifendis totais por
por¢ao) (n = 66) ou 100 mL de suco placebo (suco semelhante ao de
roma em cor e sabor, sem polifenois) (n = 35), trés vezes por semana,
durante a primeira hora da sessdo de dialise, por 12 meses. As coletas de
sangue aconteceram antes da intervengao, 3, 6 ¢ 12 meses apods o inicio
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do estudo e 3 meses apos o término. O processo ateroesclerdtico foi
avaliado duas vezes: no inicio do estudo e ap6s 12 meses da
intervencdo. A ingestdo de suco de roma diminuiu significativamente a
oxidagdo de proteinas (produtos da oxidagdo avancada de proteinas), a
oxidagdo lipidica (MDA) e as concentragdes de biomarcadores de
inflamagdo (interleucina-6, fator de necrose tumoral, albumina e
fibrinogénio). Esses efeitos benéficos foram anulados 3 meses apos a
interrupcdo da intervengdo. A ingestdo de suco de romad diminuiu
significativamente a taxa de incidéncia de re-hospitalizagdo por
infecgcdes durante os 12 meses do estudo. Além disso, 25% dos
pacientes do grupo que ingeriram o suco de roma, tiveram diminui¢do
na progressdo do processo aterosclerdtico. Em relagdo ao grupo placebo,
50% tiveram progressdo do processo ateroesclerdtico. Os autores
sugeriram que a ingestdo prolongada do suco de roma, diminuiu os
fatores de risco para as doengas cardiovasculares, atenuou a progressao
da ateroesclerose, melhorou a imunidade e, portanto, reduziu a
morbidade dos pacientes submetidos a HD.

O mesmo grupo de pesquisadores, em 2013, num estudo
randomizado, avaliou se uma tUnica dose de suco de romad poderia
atenuar o aumento do EO, avaliado pelos marcadores AOPP (produtos
da oxidacdo avancada de proteinas) e MDA, induzido pela dialise e pela
administragdo intravenosa de ferro. Vinte e sete pacientes submetidos a
HD (média de idade 65,8 + 11,8 anos) foram randomizados em dois
grupos: 100mL de suco de roma que possuia 0,7 mmol de polifendis (n
=17) e 100 mL de suco placebo (n = 10). O suco foi ingerido durante a
primeira hora da sessdo de didlise, juntamente com a administragdo de
ferro. As amostras de sangue foram coletadas antes e apds a sessdo de
dialise, sendo concluido que a ingestdo do suco de roma, atenuou o
aumento do EO induzida pela administragdo de ferro, durante a TRS
(SHEMA-DIDI et al., 2013).

Em 2014, os mesmos pesquisadores, investigaram se 0 consumo
do suco de roma, afetaria a pressdo arterial e o perfil lipidico em
pacientes submetidos a HD. O estudo foi randomizado, duplo cego com
101 pacientes que receberam 100 mL de suco de romi (0,7 mmol de
polifenois totais por por¢do) (n = 66) ou 100 mL de suco placebo (n =
35), 3 vezes por semana, durante a primeira hora da sessdo de dialise,
por 12 meses. As coletas de sangue e as trés medidas de pressao arterial
aconteceram antes da intervencdo, 3, 6 e 12 meses apos o inicio do
estudo, sempre antes da sessdo de didlise. O consumo de suco de roma
diminuiu a pressdo arterial sistolica, pressdo de pulso (pressdo arterial
sistolica menos pressdo arterial diastolica), diminuiu as concentragdes
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de triglicerideos e aumentou as de HDL-colesterol; o que nao foi
observado no grupo que ingeriu o suco placebo. Estes resultados foram
mais pronunciados em pacientes hipertensos, com concentragdes
aumentada de triglicerideos e diminuida de HDL-colesterol. Os autores
concluiram que o consumo regular de suco de roma, pode diminuir a
pressdo arterial sistolica e melhorar o perfil lipidico, podendo reduzir o
aumento do processo aterosclerdtico e a elevada incidéncia de doengas
cardiovasculares nos pacientes submetidos a HD.

Stockler-Pinto et al. (2010), avaliaram o efeito da suplementagao
de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa, familia Lecythidaceae) nos
niveis de selénio e da enzima GPx. Oitenta e um pacientes submetidos a
HD (52 + 15,2 anos; 55 homens e 26 mulheres; tempo de dialise 82,3 +
91,4 meses) receberam durante 3 meses, 1 unidade de castanha (~ 5 g;
290,5 ng de selénio) por dia. As coletas de sangue aconteceram antes e
apos a intervencdo. Os autores evidenciaram que as concentra¢des
plasmaticas e eritrocitdrias de selénio, aumentaram apds a
suplementacdo, assim como as concentragdes eritrocitarias da GPx.
Antes da suplementacdo, 11% dos pacientes tinham uma baixa atividade
eritrocitaria da enzima, sendo que ap6s a intervengdo, a atividade
enzimatica retornou aos niveis de normalidade em todos os pacientes.

O mesmo grupo de pesquisadores, em 2014, avaliou se o
consumo de 1 unidade (~ 5 g) de castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa) por dia, durante 3 meses, teria efeito sobre os marcadores de
EO e inflamatdrio em 40 pacientes (53,3 + 16,1 anos) submetidos a HD.
Os autores verificaram que apds 3 meses de suplementacdo, os niveis
plasmaticos de selénio aumentaram, assim como os niveis eritrocitarios
da enzima GPx. Além disso, os marcadores de EO; 8-isoprostanos e 8-
OH-dG e os marcadores de inflamac¢do; TNF-a e interleucina-6,
diminuiram apds o periodo de intervencgdo. Os autores concluiram que a
suplementacdo com a castanha do Brasil, foi efetiva em diminuir os
marcadores de EO e de inflamacdo e em aumentar as defesas
antioxidantes em pacientes submetidos a HD.

Rivara et al. (2015), avaliaram se a suplementacdo com suco de
romd e seu extrato, eram seguros e tolerados (definidos como a
ocorréncia de eventos adversos e a capacidade dos participantes em
completar cada segmento do estudo, respectivamente) por 24 pacientes
submetidos a HD. Além disto, avaliaram os marcadores de EO (F2-
isoprostanos e isofuranos) e de inflamacdo (proteina C reativa e
interleucina 6). O estudo foi randomizado, crossover e os participantes
(média de idade 61 + 14 anos) foram divididos em 2 grupos: por 4
semanas receberam 100 mL de suco de roma (ingerido antes da sessdo
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de dialise) seguido por 4 semanas de 1.050 mg de extrato seco de roma
ou vice-versa. Em cada caso, entre os dois periodos de intervengéo,
houve um periodo de washout de 4 semanas. Cada dose de suco de roma
e extrato foi padronizada para fornecer 650 equivalentes de acido galico.
Os autores concluiram que tanto o suco de roma como o extrato, foram
seguros ¢ tolerados pelos participantes do estudo. Entretanto, ao longo
do periodo de estudo, nenhuma intervengao teve efeito significativo nos
marcadores de EO e inflamacio.

Na Espanha, Corredor et al. (2016), avaliaram os efeitos da
suplementacao de 100 mL de suco de uva ndo fermentado (5.888 + 262
mg/L de polifendis totais, 1.515 £ 98 mg/L de antocianinas e 7,5
mEq/100mL de potassio), administrado na ultima meia hora de cada
sessdo de didlise, por 6 meses em 39 pacientes submetidos a HD
(3x/semana; 3 h 30 min — 4 h/sessdo). Os pacientes foram randomizados
em dois grupos: 25 pacientes (15 homens; idade média de 66,16 + 2,55
anos) que receberam a suplementacdo com suco e 14 pacientes controle
(9 homens; média de idade 59,71 + 4,61 anos). As coletas de sangue
aconteceram duas vezes ao longo da intervencdo (antes e apos os 6
meses), sempre antes da sessdo de dialise. Foi constatado que, o
consumo do suco diminuiu o dano ao DNA (teste do Cometa), sem
aumentar a CAOT, avaliada pelo método TEAC. Houve também,
diminui¢do na concentragdo de LDL e de colesterol.

Desta forma, é fundamental avaliar se a ingestdo de frutas com
teores ndo elevados em potassio, pode contribuir para a diminui¢do dos
marcadores de EO nos pacientes submetidos a HD, sem acarretar
prejuizos a sua saude. Neste cendrio, a mac¢d destaca-se pela sua
atividade antioxidante e pelo elevado conteudo de compostos fenodlicos
(BOYER, LIU, 2004).

2.7 MACA (MALUS DOMESTICA BORKH)

A maca (Malus domestica Borkh) ¢ a fruta mais consumida no
mundo. Para 2017/18, a produ¢do mundial de maga foi prevista em 77
milhdes de toneladas (UNITED STATES DEPARTAMENT OF
AGRICULTURE, 2018). De acordo com a World Apple and Pear
Association (WAPA) (2017), em 2013, o Brasil ficou em 12° lugar no
ranking mundial de produgdo. Segundo dados do INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), em 2015,
o Brasil produziu 613.828 toneladas de maca, sendo que Santa Catarina
contribuiu com 49%, Rio Grande do Sul 48% e Parana 3% (IBGE,
2017). A previsdo de cultivo de maga no Brasil, para a safra 2016/17, foi
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de aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas, distribuidos entre os
estados de Santa Catarina (51,8%), Rio Grande do Sul (43,9%) e Parana
(3,6%) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE
MACA, 2017).

Aproximadamente, 55% das mac¢as produzidas no Brasil sdo da
variedade Gala e 40% Fuji (BRASIL, 2013a; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MACA, 2017).

No estado de Santa Catarina, tém-se como principais regides
produtoras Sdo Joaquim, no Planalto Serrano e Fraiburgo, no Oeste do
estado (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MACA,
2017). A regido de Sdo Joaquim tem apresentado crescimento na area
plantada e na participagdo da produgdo. Contrario a este
comportamento, a regido de Fraiburgo apresenta reducdo atribuida a
reestruturagdo pela qual passaram seus pomares. Essa regido se
caracteriza por possuir um clima mais quente e¢ o relevo com pouca
declividade, o que proporciona a utiliza¢do mais intensa da mecanizagdo
e de praticas de cultivo mais modernas. A variedade mais cultivada na
regido ¢ a Gala (BITTENCOURT et al., 2011).

As caracteristicas climaticas da regido de Sao Joaquim sdo as
mais favoraveis a producdo da maca. O clima frio e a oscilacdo da
temperatura do inicio ao fim do dia, conferem mais aglicar ¢ maior
coloragdo as frutas. A variedade que mais se adapta as condic¢des
climaticas de Sdo Joaquim e também a mais produzida é a Fuji,
originaria do Japdo (BITTENCOURT et al., 2011).

O consumo de mag¢d no Brasil, em 2012, foi de 5,78
kg/habitante/ano, o qual pode ser considerado baixo se comparado a
Argentina (13,4 kg/habitante/ano) e Chile (9,9 kg/habitante/ano), e
baixissimo, quando comparado aos Estados Unidos da América (EUA)
(24,2 kg/habitante/ano), Alemanha (25,9 kg/habitante/ano) e Reino
Unido (27,8 kg/habitante/ano) (BRASIL, 2013a; KSCHONSEK et al.,
2018).

As magds sdo amplamente consumidas frescas ou em forma
processada, como sucos e magd seca (FERRETTI, TURCO,
BACCHETTIL 2014) e possuem em sua composi¢do pectina, fibras,
vitaminas, oligossacarideos e compostos fenolicos de diferentes classes
(RAUDONE et al., 2016).

2.7.1 Antioxidantes da maca

A maga ¢ rica em polifendis, sendo a maior fonte de flavonoides
na dieta Ocidental (BOYER, LIU, 2004; BRIVIBA et al., 2007). Em
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estudo envolvendo as 25 frutas mais consumidas nos EUA, a maga foi a
maior fornecedora de polifenois da dieta dos norte-americanos (33,1%),
seguida pela laranja (14%), uva (12,8%) e morango (9,8%) (WOLFE,
WU, LIU, 2003). Ainda de acordo com este estudo, as frutas que
forneceram a maior atividade antioxidante foram: magd (45,6%),
morango (22%) e uva (12,5%) (WOLFE, WU, LIU, 2003).

A atividade bioldgica dos polifendis da maga foi avaliada in vitro,
em culturas de células, e em modelos animais (BOYER, LIU, 2004;
OSADA, SUZUKI, KAWAKAMI, 2006; MIURA, MIURA,
YAGASAKI, 2007, D'ANGELO et al., 2017; DENIS et al., 2016;
CHEN et al., 2017). Evidéncias sugerem que o consumo de mag¢a reduz
o risco de cancer, asma, diabetes melittus, doengas cardiovasculares,
doengas neurodegenerativas e aquelas relacionadas a formag¢ao de ERO
(BOYER, LIU, 2004, GERHAUSER, 2008; WOJDYLO,
OSZMIANSKI, LASKOWSK, 2008; HYSON, 2011; SOYALAN et al.,
2011; FRANCINI, SEBASTIANI, 2013; RIBEIRO et al., 2014). As
magas e seus subprodutos, como suco e extrato, t€ém sido incluidos em
estudos relacionados com a saide humana no mundo, devido ao seu
valor nutricional (HYSON, 2011).

As macgas contétm uma variedade de compostos fenolicos,
incluindo flavonoides, acidos fenodlicos, além de nutrientes, como por
exemplo, vitaminas e fibras (SETORKI et al., 2009; WANG et al.,
2009; SERRA et al., 2010; RAVN-HAREN et al., 2013).

2.7.2 Composicao quimica da mac¢a

A composicdo quimica da magd, depende da variedade e da
maturacdo da fruta que estd associada a sua qualidade nutricional e
sensorial, tais como sabor e cor (WU et al., 2007; VIEIRA, 2010).

A tabela 2 apresenta a composi¢do quimica da maga da variedade
Fuji (UNICAMP, 2011).

A vitamina C encontrada na maga, contribui com menos de 0,4%
para a sua atividade antioxidante total, sugerindo que os compostos
fendlicos encontrados na fruta, sejam os principais contribuintes da sua
atividade  antioxidante = (EBERHARDT, LEE, LIU, 2000;
GLISZCZYNSKA-SWIGLO, TYRAKOWSKA, 2003; TSAO et al,
2003; WOLFE et al., 2008; TSAO et al., 2005; SOYALAN et al., 2011,
GIOMARO et al., 2014; SORIANO-MALDONADO et al., 2014;
KSCHONSEK et al., 2018).

O principal fator determinante para a quantidade de compostos
bioativos na maga ¢ a sua variedade. Existem diferencas significativas dos
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compostos fendlicos em diferentes variedades de magad. Foram
identificados os constituintes: flavanodis (catequina, epicatequina e
procianidinas), acidos fenolicos (principalmente acido clorogénico),
dihidrochalconas (floretina), flavondis (quercetina) e antocianinas
(cianidinas) em diferentes variedades de magd e seus derivados
(KARAMAN et al., 2013; RAUDONE et al., 2016; KSCHONSEK et al.,
2018). Dependendo da variedade, a mag¢a pode conter entre 110 a 357 mg
de compostos fenolicos em 100 g da fruta (WOLFE et al., 2008).

Tabela 2 - Composi¢ao quimica da maga da variedade Fuji (por 100 g de parte

comestivel).
Nutriente Quantidade
Umidade (%) 84,3
Calorias (Kcal) 56
Proteinas (g) 0,3
Carboidratos (g) 15,2
Gorduras totais (g) Tr
Fibras (g) 1,3
Célcio (mg) 2
Magnésio (mg) 2
Fosforo (mg) 9
Potassio (mg) 75
Zinco (mg) Tr
Cobre (mg) 0,06
Sodio (mg) Tr
Vitamina C (mg) 2,4

*Trago; Fonte: Informacdes nutricionais referentes a Tabela Brasileira de
Composi¢do Quimica de Alimentos versdao 2011 (UNICAMP, 2011).

2.7.3 Compostos fendlicos da maca

O teor e a composi¢do dos compostos fendlicos podem variar
dependendo da variedade da macga, nutricdo da planta, local de cultivo,
clima, periodo de colheita, armazenamento refrigerado e tipo de tecido
(casca ou polpa) (THIELEN et al., 2004; KAHLE et al., 2005; LATA et
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al., 2005; LATA, TOMALA, 2007; PALOMO et al., 2010; KARAMAN
et al, 2013; RAUDONE et al, 2016; LONCARIC, KOPJAR,
PILIZOTA, 2017; KSCHONSEK et al., 2018). Yuri et al. (2009)
observaram que a atividade antioxidante foi de 4 a 15 vezes maior na
casca do que na polpa, dependendo da variedade, indicando que a fruta
deve ser ingerida por inteiro (WOLFE et al., 2008; KSCHONSEK et al.,
2018).

Das dez variedades de magd mais consumidas nos EUA, a Fuji e
a Red Delicius apresentaram o maior teor fendlico e as maiores
propriedades antioxidantes (BOYER, LIU, 2004). No estudo de Carbone
et al (2011), realizado na Italia, avaliando trés diferentes variedades de
macas (Fuji, Kiku e Hillwell), a Fuji também apresentou o maior teor
fenolico. O teor total de compostos fendlicos das magas representa 0,01
a 1% do peso da fruta in natura (GERHAUSER, 2008).

Estudos in vitro demonstraram que a maga e seus extratos, assim
como os seus polifendis, possuem uma elevada capacidade antioxidante
in vitro, incluindo a inibi¢do da oxidagdo de LDL induzida pelo cobre
(PEARSON et al., 1999; LOTITO, FREI, 2004a; BRIVIBA et al., 2007,
GODYCKI-CWIRKO et al., 2010). A atividade antioxidante da macga
foi positivamente associada ao teor fendlico (GODYCKI-CWIRKO et
al., 2010; CARBONE et at, 2011). Entretanto, esse aumento na
capacidade antioxidante in vitro, ndo assegura os mesmos efeitos in
vivo, apds o consumo de maca e seus derivados (BRIVIBA et al., 2007;
GODYCKI-CWIRKO et al., 2010).

Tém sido questionado, se os polifendis sdo a causa do aumento na
capacidade antioxidante no plasma humano ap6s a ingestdo de maga
(LOTITO, FREI, 2004a; LOTITO, FREI 2006; LOTITO, FREI, 2004b;
GODYCKI-CWIRKO et al., 2010). Estas observagdes sdo baseadas, no
fato que o consumo de maca, fornece frutose que por sua vez propicia
um rapido aumento nas concentracdes plasmaticas de acido trico
(LOTITO, FREI, 2004b; ZAWIASA et al., 2009). Uma vez que o acido
urico tem atividade antioxidante (BENZIE, STRAIN, 1996;
CHRZCZANOWICZ et al., 2008), isso pode resultar no aumento da
CAOT no plasma, apés o consumo de magd in natura ou do seu suco
(LOTITO, FREI, 2006). Além disto, sugere-se que a elevacdo dos
polifendis no sangue, induzida apdés o consumo de magd, possa ser
insuficiente, para ser o fator chave responsavel pelo aumento da CAOT
plasmatica (LOTITO, FREI, 2006), por conta do seu rapido
metabolismo (decorridas 12 h, os niveis de flavonodides plasmaticos
estariam abaixo do limite de detec¢do) (DUPONT et al., 2002;
SORIANO-MALDONADO et al., 2014).
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A explicacdo para as diferencas entre os resultados dos estudos in
vitro e in vivo, pode ser a baixa biodisponibilidade e as modifica¢des
enzimaticas (hidrélise e conjugacdo) dos polifendis apds serem
consumidos. Isto pode afetar a sua atividade antioxidante e absorg¢do,
ndo sendo capaz de melhorar o sistema antioxidante enddgeno em
individuos saudaveis (BRIVIBA et al., 2007; GODYCKI-CWIRKO et
al., 2010; RANA, SHASHI, 2016).

Dos acidos fendlicos, os acidos hidroxicindmicos sdo o0s
principais representantes (PETKOVSEK et al., 2007), sendo o acido
clorogénico identificado em maior quantidade tanto na polpa quanto na
casca de diferentes variedades de maga (LEE et al., 2003; TSAO et al.,
2003; PETKOVSEK et al., 2007; RAUDONE et al, 2016). As principais
dihidrochalconas sdo a floridzina e a floretina e frequentemente, estao
associadas a agucares como a glicose ¢ a xiloglicose (TSAO et al., 2003;
KHANIZADEH et al., 2008).

Dentre os flavonoides, os flavondéis sdo encontrados
principalmente na casca e frequentemente ligados a agticares, tais como
galactose, glicose, raminose, arabinose e xilose, sendo a quercetina 3-
glicosideo a principal representante deste grupo (HOLLMAN et al.,
1997). Os flavandis sdo a maior classe de compostos fenodlicos presentes
na maca, tanto na casca quanto na polpa, podendo ser encontrados nas
formas monoméricas, (+)-catequina e (-)-epicatequina, € em Vvarios
oligdmeros e polimeros destas estruturas monoméricas (TSAO et al.,
2005). A cianidina 3-galactosideo foi a antocianina presente em maior
quantidade em variedades de magd vermelha ou parcialmente vermelhas
sendo responsavel pela coloragdo caracteristica da mesma (TSAO et al.,
2005; IGLESIAS, ECHEVERRIA, SORIA, 2008; GERHAUSER,
2008).

Dentre os compostos fenolicos da magd com atividade
antioxidante, sugere-se que a quercetina tenha consideravel
contribui¢do. Com relacdo a sua biodisponibilidade, 2,5 h apés a
ingestdo de maca in natura, a concentragdo plasmatica é de 90 ng/mL,
tendo concentracdo maior na casca em relagdo a polpa (MAFFEI et al.,
2007).

2.7.4 Atividade antioxidante in vivo apds o consumo de maga
Por meio de diferentes estudos e intervengdes, foi verificado o

efeito do consumo de maca in natura nos marcadores oxidativos em
humanos, demonstrado a seguir (Quadro 2).
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Quadro 2 - Efeito do consumo de maga in natura nos marcadores de estresse
oxidativo em humanos (Continua).

IAustria

19 mulheres e 28
lhomens saudaveis

\Delicious, Elstar ¢
Gala

1 kg/dia

equivalente de
lacido feralico

lAutores/Ano |Variedade da maca/ |[Contetido IDelineamento IResultados/Conclusao
Pais/ Quantidade ingerida [total de
IPopulagiio da na interven¢io ipolifendis da
pesquisa por¢io
lingerida
Mayer et al. (2001)Mix das variedades: [2,71 £0,15 |5 dias lAumento na capacidade
Vonagold, Golden lg’kg de lantioxidante e nas

Sangue coletado
lantes da
intervengdo, 3 he
24 h apos a
ingestdo do
[primeiro consumo ¢
24 h apds o quinto
dia da intervengio.

concentragdes de quercetina
Iplasmatica, 3 h apds o
[primeiro consumo. O efeito
foi transitorio e ndo aumentou
com a ingestao continuada da
imaca, durante os dias de
lintervengao.

saudaveis (3
[voluntarios por
lgrupo)

ILotito e Frei \Red Delicius com 1.037+38 g [Estudo de consumo |Aumento da CAOT
(2004) casca lagudo Iplasmatica avaliada pela
técnica FRAP e da
[Estados Unidos |5 unidades Sangue coletado  [concentragdo sérica de acido
lantes, 1,2,3 e 6 h |arico 1 hora apds a ingestdo
3 homens e 3 lapos a intervengdo |das frutas.
imulheres
saudaveis
lAvci et al. (2007) [Nao informado INdo 30 dias IAumento da GPx e SOD nos
informado leritrocitos, da CAOT no
[Turquia 1 unidade/dia Sangue coletado  |plasma e diminui¢@o nas
lantes e apos a concentragdes de MDA apds o
15 idosos lintervengdo eriodo de intervengdo.
IMaffei et al. Homogeinizado de  [Nao [Estudo crossover |Aumento de 64% na
(2007) macas Red Delicius  [informado Ide consumo agudo [capacidade antioxidante do
com casca (600g de Iplasma apds 3 ¢ 6 h da
Italia lhomogeinizado de [ingestdo de maga, com retorno
600 g Imag¢a ou 500 mL dejaos valores basais apds 24 h.
6 homens agua) IDiminuigdo na formagdo de

Sangue coletado
lantes da
intervengao, 3, 6 e
24 h apos

lespécies reativas de oxigénio
igeradas pela exposi¢do ao
peroxido de hidrogénio em
linfocitos isolados, apds 3 ¢ 6
h. Diminui¢do do dano ao
IDNA de linfocitos isolados, 3
lh ap6s o consumo de maga,
com perda gradual do efeito
rotetor 24 h apds o consumo.

CAOT, capacidade antioxidante total; FRAP, ferric-reducing ability of plasma;
GPx, glutationa peroxidase; SOD, superoxido dismutase; MDA,

malondialdeid

0.
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Quadro 3 - Efeito do consumo de maga in natura nos marcadores de estresse
oxidativo em humanos (Continua).

saudaveis (3
oluntarios por
lgrupo)

lcada segmento do
estudo

lAutores/Ano |Variedade da maga/ |[Contetido IDelineamento IResultados/Conclusao

Pais/ Quantidade ingerida [total de

IPopulagiio da na intervencio ipolifendis da

pesquisa por¢io

lingerida
Briviba et al. Golden Delicius (Organica (308 [Estudo crossover |Nao houve alteragdo na
(2007) lorganica e ne/e); de consumo agudo, |capacidade antioxidante no
convencional com  [convencional [randomizado, duplojplasma, nas quebras

|Alemanha casca (321 pg/g).  [cego lendogenas no DNA ou na
Iprote¢do do DNA aos danos

6 homens 1 kg de magas em Sangue coletado  |causados pelo peroxido de

saudaveis (3 lcada segmento do antes e 1, 2, 3, 4.5, fhidrogénio em linfocitos

oluntarios por estudo 6, 9, 12 ¢ 24 h apos |isolados.

lgrupo) la interven¢do IDiminuigdo significativa nas
concentragdes de
lendonuclease III ¢ maior
capacidade de protegdo ao
IDNA contra danos induzidos
por cloreto de ferro,
iverificados 24 h apos o
consumo, em ambos o0s
lgrupos, indicando potencial
lantigenotoxico semelhante em
lambas as formas de cultivo.

Stracke et al. Golden Delicius (Organica (308 [Estudo crossover |Apos a intervengdo, as

(2010) lorganica e 1g/g); de consumo agudo, [concentragdes plasmaticas de

lconvencional com lconvencional [randomizado, duplolfloretina (Cpax 13 £ 5 nmol /1,

|Alemanha lcasca (321 pg/g). lcego Itmax 1,7 = 1,2 h) e acido
cumarico (Cpax = 35 12 nmol /

6 homens 1 kg de magds em I, tmax de 3,0 £ 0,8 h),

laumentaram
significativamente em ambos
lgrupos, sem diferengas entre
las formas de cultivo. A
lintervengdo ndo teve efeito
sobre a CAOT plasmatica,
lavaliada pelos métodos TEAC
e ORAC. Entretanto, a CAOT,
lavaliada pelo médoto FRAP,
laumentou significativamente
lap6s 1 h do consumo das
frutas de ambos cultivos.

CAOT, capacidade antioxidante total; TEAC, trolox equivalent antioxidant
capacity; ORAC, oxygen-radical absorbancy capacity;, FRAP, ferric-reducing
ability of plasma.
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Quadro 4 - Efeito do consumo de maga in natura nos marcadores de estresse
oxidativo em humanos (Conclusio).

lAutores/Ano |Variedade da maca/ |[Contetido IDelineamento IResultados/Conclusao
Pais/ Quantidade ingerida [total de
IPopulagiio da na interven¢io ipolifendis da
pesquisa por¢io
lingerida
Stracke et al. Golden Delicius Organica 5 semanas: 1 A ingestdo de maga nao
(2010) organica e (518,5 +40,4 [semana de dieta  [aumentou as concentragdes
convencional com  |ug/g) e restrita de Iplasmatica e urindria de
|Alemanha casca lconvencional |polifendis e maga e |polifendis apos 4 semanas de
(508,4 + 76,6 @ semanas de linterveng¢do. Ndo houve
43 voluntarios Grupo 1 (n=16): 500 |ug/g) intervengao laumento na CAOT
saudaveis g de magas organicas, Iplasmatica, avaliada pelos
(divididos em 3 |grupo 2 (n=16): 500 g [Estudo imétodos TEAC, ORAC ¢
lgrupos) de magas randomizado, duplo[FRAP.
convencionais; grupo lcego
3 (n=11): controle
(dieta restrita de
olifendis e magd)

CAOT, capacidade antioxidante total; TEAC, trolox equivalent antioxidant
capacity; ORAC, oxygen-radical absorbancy capacity;, FRAP, ferric-reducing
ability of plasma.

Além de intervengdes avaliando o consumo de maga in natura, o
suco da fruta, também tem despontado interesse e estudos recentes tém
se concentrado na modulac¢do do estado antioxidante ¢ dos marcadores
de EO (BITSCH et al., 2001; KO et al., 2005; VIEIRA et al., 2012).

2.7.5 Atividade antioxidante in vivo apdés o consumo do suco de
maca

O suco de mag¢d tem sido apontado como um adjuvante na
diminuicdo do EO em individuos saudaveis, devido a sua atividade
antioxidante (Quadro 3) (BITSCH et al., 2001; KO et al., 2005; VIEIRA
etal., 2012).

Destaca-se que o suco de magd extraido proximo ao seu
consumo, tem concentra¢do mais elevada em polifendis do que o obtido
comercialmente (GUYOT et al., 2003).
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Quadro 5 - Efeito do consumo de suco de mag¢a nos marcadores de estresse
oxidativo em humanos (Continua).

Brasil

9 mulheres
saudaveis

300 mL (média de 5 magas com
lcasca) de suco de maga da
variedade Catarina (163,83 mg de
equivalente de acido gélico) ou
300 mL de suco de maga da

ariedade Golden Delicius (108,27
img de equivalente de acido galico)
u 300 mL de agua

|Autores/Ano IDelineamento IPeriodo de [Resultados/Conclusio
Pais/ interven¢ao
IPopulag¢io
[Hyson et al. (2000)[Estudo crossover, randomizado, |6 semanas IO consumo de suco de maga
sem cegamento. laumentou o tempo ex vivo de
[Estados Unidos ~ [Um grupo (n=14) ingeriu 375 mL oxidagdo da LDL mediada pelo
de suco de maga ao longo do dia e lcobre em 20% em compragio com
28 homens e utro grupo (n=14) ingeriu 340 g baseline.
imulheres Ide uma mistura de diferentes |Apds, o consumo da maga e do
saudaveis [variedades de magas inteiras com suco houve diminui¢do na
casca (Fuji, Red Delicius, Golden formagao de dienos conjugados.
\Delicius e Granny Smith)
Bitsch et al. (2001)[Estudo de consumo agudo. lAgudo |JAumento na atividade antioxidante
700 mL (248 mg de polifendis [do plasma nos voluntarios até 2 h
|Alemanha totais) de suco de maga da lapds o consumo do suco.
variedade Brettacher
5 homens ¢ 5
imulheres
Chrzczanowicz et [Estudo de consumo agudo. lAgudo |JAumento na atividade antioxidante
al. (2008) 1 litro de suco de maga Ino soro dos voluntarios 1 h apds a
lingestdo de suco.
IPolonia
12 voluntarios
saudaveis
Ko et al. (2005)  [Estudo de consumo agudo. lAgudo IO sangue dos participantes foi
150 mL de suco de maga, lavaliado utilizando uma prova
Uapao preparado a partir de fluorescente (do inglés 2, 7-
lhomogeneizado da polpa da fruta dichlorofluorescin) como indicador
10 homens [da formagdo de ERO ¢ EO.
saudaveis IO suco de maga exibiu poder
lantioxidante decorridos 30 min ¢
imantido por até 90 min apds a
lingestéo do suco.
|Vieira et al. (2012) [Estudo crossover. lAgudo |JAumento significativo na

lcapacidade antioxidante do soro, 1
lh apos o consumo do suco de maga
das duas variedades, em rela¢do aos|

alores basais ou em comparagao
a0 consumo de agua. As
lconcentragdes séricas de
lhidroperoxidos lipidicos e de
espécies reativas ao TBARS
[diminuiram apés o consumo do
suco de maga de ambas variedades,
Imesmo sendo a quantidade de
polifendis dos sucos

estatisticamente diferentes.

LDL, low density lipoprotein; ERO, espécie reativa de oxigénio, EO, estresse
oxidative; TBARS, thiobarbituric acid-reactive substances.
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Quadro 6 - Efeito do consumo de suco de mag¢a nos marcadores de estresse
oxidativo em humanos (Conclusio).

imulheres e 8
lhomens saudaveis)

22 mg/L e 993 mg equivalentes de
lepicatequina/L, respectivamente).
Os sucos foram produzidos com as
variedades: Cox Orange,
Vonagold, Elstar, Gala, Braeburn,
\Delicious e Idared.

|Autores/Ano IDelineamento Periodo de Resultados/Conclusdo

Pais/ interven¢ao

IPopulagio

Soriano- [Estudo crossover, randomizado. |l1 semanas IJApos o periodo de consumo do

IMaldonado el al. {500 mL suco VCR (vitamin C- (1 semana de suco VCR, a capacidade

(2014) rich; rico em vitamina C e com dieta isenta em |antioxidante total plasmatica,
polifendis; 60 mg/L e 510 mg polifendis; 4 lavaliada pelo método FRAP,

[Espanha lequivalentes de epicatequina/L,  |[semanas de laumentou significativamente,
respectivamente) ou 500 mL suco [intervengdo; 2 fenquanto que as moléculas de

20 voluntarios IPR (polyphenol-rich, com semanas de ladesdo intercelular-1 e o colesterol

saudaveis (12 vitamina C e rico em polifendis;  |washout, 4 total diminuiram.

semanas de
lintervengdo)

IJApos o periodo de consumo do
suco PR, houve uma diminuigdo
significativa nos niveis de
glutationa total e aumento nos
Iniveis plasmaticos de insulina e do
lindice HOMA-IR.

VCR, vitamin C-rich; FRAP, ferric-reducing ability of plasma; PR, polyphenol-
rich; HOMA-IR, homeostatic model assessment.

De acordo com os estudos apresentados anteriormente, foi
demonstrado que o consumo de maga in natura e do suco beneficiam a
saide humana (FERRETTI, TURCO, BACCHETTI, 2014). Entretanto,
os efeitos antioxidantes demonstrados com o consumo do suco ¢ da
magd foram transitorios, at¢é 3 h apdés a sua ingestdo. Estes dados
confirmam a importancia da ingestdo regular da fruta para a manutenc¢ao
do equilibrio entre a produgdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes (HOLLMAN et al., 1997; LOTITO, FREI, 2004, KO et
al., 2005; MAFFEI et al., 2007; GERHAUSER, 2008). Em relagdo a
biodisponibilidade da quercetina, apdés o consumo da maca, foi
demonstrada meia-vida entre 11 e 28 h, sugerindo que o consumo
frequente pode favorecer a manutengdo da quercetina no sangue
(HOLLMAN et al., 1997; MANACH et al., 2005).

2.7.6 Contribuicio da ma¢ad na dieta de pacientes submetidos a
hemodialise

Para exemplificar a contribui¢do do suco de maca e das macas in
natura da variedade Fuji na dieta dos participantes, o quadro 4 sintetiza
a composi¢do quimica do suco e da fruta, nas quantidades propostas
para o presente estudo.
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Quadro 7 - Informagao nutricional do suco e da maca da variedade Fuji

Nutriente Formas de Administraciao
300mL de suco 150mL de suco 2 unidades de
de maca (3 macgas in macga in natura
(5 macas in natura) 360 g)
natura)
Quantidade (kg) 0,725 0,415 0,360
Calorias (kcal) 406 2324 201,6
Proteinas (g) 2,18 1,25 1,09
Carboidratos (g) 110,2 63,1 54,7
Gorduras totais (g) * * *
Fibras (g) 9,4 5,4 4,7
Fosforo (mg) 65,3 374 324
Potassio (mg) 543,8 311,3 270,0
Sodio (mg) * * *
Vitamina C (mg) 17,4 9,96 8,64

*Trago; Fonte: Informagdes nutricionais referentes a Tabela Brasileira de
Composi¢ao Quimica de Alimentos versdo 2011 (UNICAMP, 2011).

Diante destes argumentos, pergunta-se: qual é o efeito do
consumo agudo de 300 mL e 150 mL de suco de mag¢d e do consumo
diario de 2 unidades de magd in natura, durante 7 dias, da variedade
Fuji, nos marcadores de estresse oxidativo e nas concentragdes séricas
de potéssio em pacientes submetidos a hemodialise?
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os marcadores de estresse oxidativo e as concentragdes
séricas de potassio em pacientes submetidos a hemodialise antes e apos
a interven¢do com a maca (Malus domestica Borkh), da variedade Fuji.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composicdo fitoquimica do suco e da maga in natura;
e Analisar o efeito da ingestdo aguda de 300 mL e 150 mL de
suco de magd e da ingestdo diaria de 2 unidades de mac¢a in natura
durante 7 dias em:
o Concentracdes dos marcadores antioxidantes ndo-
enzimaticos; capacidade antioxidante total, vitamina C,
glutationa reduzida e 4acido trico no soro; e
enzimaticos eritrocitarios; superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase;
o Concentracdo sérica do marcador de oxidacdo, estado
oxidante total (EOT);
o Concentragdes séricas dos pardmetros bioquimicos:
potassio, fosforo, glicose e frutosamina;
e Determinar o indice de estresse oxidativo (IEO);
e Avaliar a presenca de efeitos colaterais decorrentes da ingestdo
de suco de maga e da maca in natura.
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4 JUSTIFICATIVA, RELEVANCIA, ORIGINALIDADE E
CONTRIBUICAO PARA O CONHECIMENTO

4.1 JUSTIFICATIVA

Os pacientes submetidos a HD possuem baixo consumo de
alimentos ricos em polifenois devido as restrigdes dietéticas em potassio
(NOORI et al, 2010); apresentam uma capacidade antioxidante
plasmatica diminuida (SINGH et al., 2006; COSTA-HONG et al.,
2009), com aumento nos marcadores de EO (LOCATELLI et al., 2003;
COSTA-HONG et al., 2009); a macad é uma fruta com teores nao
elevados em potassio (UNICAMP, 2011; MANZOOR et al., 2012) e
fonte de polifendis (AUCLAIR et al., 2008; HUBER; RUPASINGHE,
2009), havendo poucos estudos que avaliaram a sua ac¢do sobre os
marcadores de EO in vivo em individuos saudaveis (MAYER et al.,
2001; MAFFEI et al., 2007; BRIVIBA et al., 2007, STRACKE et al.,
2010; VIEIRA et al., 2012).

Considerando-se, a inexisténcia de estudos que avaliaram o
consumo de mag¢d nos marcadores de EO em pacientes submetidos a
HD, torna-se relevante verificar se a ingestdo de suco e de maca in
natura, irdo proporcionar uma diminui¢do nestes marcadores. Desta
forma, a dose de 300 mL foi escolhida, levando-se em consideracdo os
efeitos favoraveis descritos anteriormente em voluntarios saudaveis
(VIEIRA et al., 2012), e a de 150 mL foi testada, considerando-se as
restrigdes de liquidos imposta a populacdo em HD. A quantidade de
duas unidades por dia, de maca in natura foi escolhida, considerando-se
os efeitos favoraveis previamente descritos em individuos saudaveis
(AVClI et al., 2007), e a recomendagdo de ingestdo de 2 a 3 porcdes de
frutas com teores ndo elevados de potassio para pacientes em HD
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2010).

O fato de Santa Catarina ser um dos estados lideres nacionais na
producdo desta fruta, tendo como uma das principais regides produtoras
Sao Joaquim/SC, facilitando seu acesso a populacdo, contribuiu para a
realizagdo do estudo (BONETI et al., 2002; BITTENCOURT et al.,
2011; IBGE, 2017). A utilizagdo da variedade Fuji € justificada por ser a
mais cultivada na regido de Sdo Joaquim/SC (BITTENCOURT et al.,
2011) e por ser o local onde se situa a Estagdo Experimental da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), doadora das amostras da fruta.
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4.2 RELEVANCIA, ORIGINALIDADE E CONTRIBUICAO PARA O
CONHECIMENTO

Os compostos biologicamente ativos das plantas, t€m merecido
destaque, devido a sua capacidade na prevengdo de doengas. Os
pacientes submetidos a HD s@o orientados a limitar a sua ingestdo de
frutas, verduras, legumes e oleaginosas para controlar as concentracdes
séricas de potassio. Estas restricdes alimentares, interferem no estado
nutricional dos pacientes, sendo desta forma, necessario a realiza¢do de
estudos que evidenciem se a ingestdo de alimentos com teores nao
elevados em potassio, em porgdes controladas, possa trazer efeitos
positivos sobre a saude, a fim de que sua aplicabilidade na pratica
clinica seja fundamentada.

Neste contexto, poucos estudos avaliaram o consumo de frutas,
em especial aquelas com um conteudo ndo elevado em potassio, nos
marcadores de EO e nas concentragdes séricas de potassio, em pacientes
submetidos a HD. Desta forma, identificou-se lacunas no conhecimento,
no que diz respeito ao consumo destes alimentos e sua avaliagdo nos
marcadores de EO na populagdo em questao.

Buscando contribuir para o esclarecimento destas lacunas,
direcionamos nossa atencdo e interesse pela maca, da variedade Fuji, em
razdo de suas propriedades antioxidantes e, ainda, por ser de facil acesso
em nosso estado.

Até o presente momento, os possiveis beneficios do consumo de
maca e seu suco, nos marcadores de EO e nas concentragdes séricas de
potassio em pacientes submetidos a HD, ndo haviam sido investigados.
O presente estudo demonstrou que o consumo de maga (suco e fruta in
natura), ndo aumentou significativamente as concentragdes séricas de
potassio na amostra selecionada, melhorando o estado antioxidante dos
pacientes. Além disto, a intervengdo foi tolerada pela populagéo
estudada. Assim, o estudo contribuiu com conhecimentos originais
sobre os efeitos do consumo de macd, uma fruta de facil acesso a
populacdo e com teores nao elevados em potassio, nos marcadores de
estresse oxidativo.

Desta forma, o estudo propiciou insigths que poderdo nortear a
conduta dos profissionais nutricionistas no planejamento dietético de
pacientes submetidos a hemodidlise.
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5 METODO
5.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo quantitativo, experimental, de intervengao,
tipo antes e depois. No estudo antes e depois, todos os pacientes
recebem o mesmo tratamento ¢ sua condi¢do € verificada antes do inicio
e em momentos apoés a intervengdo (ESCOSTEGUY, 2009). Este estudo
¢ uma modalidade de ensaio clinico ndo randomizado. O objetivo deste
desenho, é examinar se a exposi¢cdo altera o desfecho ao longo do
tempo, devido a intervengdo, avaliando-se o impacto de um tratamento
(ECCLES et al., 2003).

O protocolo experimental foi divido em dois ensaios (ensaio I e
ensaio II): o primeiro, de consumo agudo com 300 e 150 mL de suco de
maga da variedade Fuji (Figura 3) e o segundo, de consumo de 7 dias,
com 2 unidades de maga Fuji in natura por dia (Figura 4).

No ensaio I, para melhor observar o efeito do consumo agudo do
suco de maga na atividade antioxidante in vivo, os participantes foram
orientados, verbalmente e por escrito, para que durante as 48h
antecedentes aos 2 dias experimentais do estudo (DUPONT et al.,
2002), evitassem alimentos e bebidas ricos em antioxidantes, como
frutas, verduras, chocolate, café e chas, além de ndo consumirem
bebidas alcodlicas (APENDICE A e B). Além disto, nos dois dias de
intervengdo, os participantes receberam um lanche padronizado durante
a sessdo de didlise (1 h 30 min antes da ingestdo do suco) composto por:
200 mL de leite puro e 1 pao de trigo com margarina e 1 fatia de queijo
prato.

Cada participante consumiu 300 mL de suco de magd da
variedade Fuji, imediatamente apds a sessdo de didlise. Apos um
intervalo de 3 semanas (washout period) (WU et al., 2006; WATERS et
al., 2007; BARONA et al., 2012; PRYOR, CRAIG, SWENSEM, 2012;
SLATTERY et al., 2014;), os mesmos voluntarios consumiram 150 mL
de suco de maneira similiar a descrita previamente (Figura 2). As coletas
de sangue foram realizadas antes do inicio da intervengdo (baseline, 1),
30 minutos (t;) e 60 minutos (t;) apds a ingestdo de ambas quantidades
de suco (Figura 3).

A ordem do consumo da quantidade de suco ndo foi
randomizada. A quantidade de 300 mL foi escolhida, levando-se em
consideragdo o estudo de Vieira et al. (2012), que verificaram que 300
mL de suco de ma¢d de duas variedades da fruta (Golden Delicius ¢
Catarina), aumentaram a capacidade antioxidante no soro ¢ diminuiram
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a oxidagdo lipidica em mulheres saudaveis. A diminui¢do da quantidade
de suco para 150 mL, foi suportada pelo fato de que os pacientes
submetidos a HD necessitam controlar a ingestdo hidrica (MARTINS,
SATO, RIELLA, 2013), sendo assim, torna-se necessario verificar o
efeito de um volume menor e, consequentemente, o efeito de menor
quantidade de constituintes fitoquimicos sobre os desfechos estudados.

Nos dias em que os participantes receberam o suco, as perdas de
liquido durante a sessdo de dialise foram ajustadas conforme a
quantidade de suco administrada, a fim de adequar a diélise a ingestdo
das diferentes quantidades de suco.

Figura 3 - Representag@o esquematica do protocolo experimental do ensaio I do
estudo.

DIA1 DIA2
3(?0 mL suco I I 150 mL suco
I_l t o
‘ 4 ‘ ' I ‘ I :: ‘
ty t
Washout

(3 semanas)

Legenda:

@ 48 1 de dieta isenta de polifendis

to baseline, imediatamente antes do consumo do suco
‘ Coleta de sangue: t; 30 min apos o consumo do suco

t, 60 min apos o consumo do suco

No ensaio II da pesquisa, os participantes consumiram,
diariamente, 2 unidades de mag¢d Fuji (~360 g), por um periodo de 7
dias (HOLLMAN et al., 1997, MANACH et al., 2005). As coletas de
sangue foram realizadas antes do inicio da intervencdo (baseline) e nos
dias 3, 6 e 8 (dia ap6s o ultimo dia da intervengdo) (Figura 4).

A quantidade de maga proposta inicalmente, foi de 3 unidades
pelo fato dessa quantidade ser equivalente a 150 mL de suco. Entretanto,
ap6s um piloto com pacientes (jovem e idoso) para se verificar a
tolerancia, houve relatos de desconforto gastrointestinal e sensa¢do de
saciedade desconfortavel. Desta forma, optou-se por utilizar-se
diariamente 2 unidades de magd. Os participantes foram orientados
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verbalmente e por escrito, a fracionar o consumo das magas ao longo do
dia, porém sempre ingerindo-as apos a sessdo de didlise (APENDICE
O).

Em ambos ensaios, os participantes foram orientados a manter o
uso de seus medicamentos regulares, sua dieta e atividade fisica
habituais. Além disto, os participantes foram caracterizados quanto a: a)
dados pessoais: nome completo, sexo, data de nascimento, estado civil,
grau de instrugio (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EMPRESAS DE
PESQUISA, 2008), procedéncia, endereco residencial, telefone e meio
de transporte utilizado para chegar a clinica de dialise; b) dados clinicos:
causa da doenca renal, tempo de hemodialise, duracdo da sessdo de
dialise, tipo de membrana utilizada, uso de cateter, comorbidades
associadas, farmacos e suplementos nutricionais, uso de quelante de
fosforo, ferro intravenoso e eritropoietina; ¢) exames bioquimicos: uréia
pré e pos dialise (coleta mensal pelas clinicas), indice Kt/v (coleta
mensal pelas clinicas), hemograma (coleta mensal pelas clinicas),
hematocrito (coleta mensal pelas clinicas), fosfatase alcalina (coleta
trimestral pelas clinicas), linfocitos (coleta trimestral pelas clinicas),
paratorménio (coleta semestral pelas clinicas) e creatinina (coleta
semestral pelas clinicas).

As informagdes referentes ao item a, foram obtidas por meio de
entrevista com os participantes e as demais informagdes, coletadas dos
prontuarios. Todas as informacdes foram registradas em formulario
(APENDICE D ¢ E).

Figura 4 - Representagdo esquematica do protocolo experimental do ensaio II
do estudo.

Y Y
© © © ©
oo o o o o o |
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8

Legenda:

@  Coletade sangue
Y R24h- dia de didlise
Y R24h- fim de semana

R24h - dia de dialise
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5.2 LOCAL DO ESTUDO E POPULAGCAO ESTUDADA

O ensaio | do estudo foi realizado na Clinica AparVida entre os
meses de junho a agosto de 2015. O ensaio II do estudo foi realizado nas
Clinicas AparVida e na clinica de dialise do Hospital Governador Celso
Ramos (HGCR) entre os meses de junho a julho de 2016. A populagéo
do estudo foi composta pelo universo total de pacientes submetidos a
HD, em ambas clinicas que se adequaram aos critérios de inclusdo e
exclusdo do estudo (Figuras 5 ¢ 6).

A clinica AparVida, localizada no municipio de Sao José/SC, é
uma das quatro clinicas de dialise localizadas na grande
Florianépolis/SC. E uma clinica de referéncia que possui 26 maquinas
de didlise e capacidade total de atendimento para 156 pessoas por
semana. O atendimento € realizado em trés turnos diarios, de 2* feira a
sabado. A grande maioria dos pacientes ¢ residente na Grande
Florianépolis e, em geral, cada paciente ¢ submetido a uma sessao de
hemodialise, 3 vezes por semana.

Para o ensaio II da pesquisa, os pacientes da clinica de dialise do
Hospital Governador Celso Ramos (HGCR), localizada no municipio de
Florian6polis/SC, foram convidados a participar do estudo. Essa
inclusdo foi realizada com o intuito de captar um maior nimero de
participantes. A clinica de dialise do HGCR fica localizada dentro do
hospital. Seu objetivo ¢ dialisar os pacientes que estdo internados, assim
como, atender os pacientes com quadro complexo que necessitam de um
suporte hospitalar. Possui duas salas de didlise: uma com 6 maquinas
que atende pacientes HIV (virus da imunodeficiéncia adquirida) positivo
e com hepatite, ¢ uma outra, com 13 maquinas que atende os demais
pacientes. O atendimento ¢é realizado em trés turnos diarios, de 2* feira a
6" feira. A grande maioria dos pacientes ¢ residente da Grande
Florianopolis. A clinica possui pacientes que realizam dialise 2 vezes
por semana e 3 vezes por semana.

5.3 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA E PROCESSO DE
AMOSTRAGEM

O numero minimo de individuos na amostra necessario para
detectar diferenga estatisticamente significativa (alfa < 0,05) foi
calculado assumindo-se um poder do teste de 0,80. Para o calculo do
tamanho da amostra, tomou-se como base o tamanho necessario para se
detectar diferenga significativa nos valores do marcador 8-isoprostanos
(Quadro 5). Esta escolha, justificou-se pelo fato do desenho
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experimental deste estudo ser semelhante ao deste, do tipo antes e
depois. Tendo-se em vista possiveis perdas e desisténcias, considerou-se
um acréscimo de 20% (MIOT, 2011), totalizando, assim, 24 individuos
em cada ensaio da pesquisa. Os calculos de tamanho da amostra foram
realizados utilizando-se o programa estatistico OpenEpi 3.01.

Quadro 8 - Calculo do tamanho da amostra

Marcador Antes da Apés a Amostra
intervencio intervencao
TEAC (mEq 0,616 £0.017 0,665 +0.021 6
Trolox/L)' voluntarios
LDLox (mU/L)’ 199+1,7 11,4+ 1,0 2
voluntarios
Glutationa peroxidase 33,6 £5,1 40,0 £ 8,5 38
(nmol/mL/min)’ voluntarios
§-isoprostanos 12,2+ 4,6 6,6 +4,1 20
(pg/mL)y’ voluntarios
8-OHdG (pg/mL)’ 53,4 (31,4- 11,3(7,8-14,4) | 10
66,1) voluntarios
Atividade da glutationa | 16,5 (41,0) 42,0 (43,3) 43
peroxidase voluntarios
(nmol/min/ml)’
TEAC (mMol/L)* 0,21+0,02 0,17 +£0,01 6
voluntarios
Dano ao DNA (%)’ 26,36 + 1,30 2241+ 1,18 4
voluntarios

Todos os marcadores foram avaliados em intervengdes apds o consumo de
alimento em pacientes submetidos a hemodidlise. TEAC, Total antioxidant
capacity; LDLox, LDL oxidada; 8-OHdG, 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina.
'CASTILLA et al., 2006; > STOCKLER-PINTO et al., 2014; *JANIQUES et al.,
2014; “CORREDOR et al., 2016.
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A amostragem foi intencional, de modo a atender os seguintes
critérios de inclusdo: (a) ter diagnostico de doenga renal cronica e estar
em hemodialise por periodo > 3 meses; (b) ter idade > 20 anos (WHO,
2004; WHO, 2014); (RODRIGUEZ-RIBERA et al., 2014; SHEMA-
DIDI et al., 2012); e (c) indice de massa corporal > 23 kg/m* (FOUQUE
et al., 2008). Os critérios de exclusdo foram: (a) apresentar intolerancia a
macd; (b) ser fumante; (c) fazer uso de suplemento nutricional; (d)
apresentar cancer, doenga auto-imune, HIV, hepatite, angina, infarto do
miocardio; (e) utilizar anti-inflamatorio e/ou antibidtico trés meses antes
ou durante a realizagdo do estudo.

No ensaio I, foram convidados a participar do estudo os
pacientes que realizavam dialise nos turnos matutino e vespertino. Isto
se justificou pela viabilidade em conduzir as amostras de sangue para o
Laboratério de Pesquisa de Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose da
UFSC. No ensaio II, participaram os voluntarios que realizavam dialise
nos 3 turnos das clinicas.

No ensaio I, dos 75 pacientes identificados para participar do
estudo, 34 eram elegiveis. Entretanto, 23 pacientes declinaram o convite
para participar do estudo. Dos 11 voluntarios incluidos na amostra, 05
participantes foram excluidos ao longo do estudo, por terem violado o
protocolo (ndo terem realizado restricdo na ingestdo de alimentos e
bebidas ricos em antioxidantes nas 48h antecedentes aos dias
experimentais do estudo). Desta forma, somente 06 voluntarios
concluiram o ensaio I. O fluxo de participantes desse ensaio esta
representado na Figura 5.

No ensaio II, 60 pacientes foram identificados para participar do
estudo. Destes, 35 foram excluidos por ndo atenderem os critérios
estabelecidos. Dos 25 voluntarios elegiveis, 03 individuos desistiram
por razdes pessoais e 06 foram excluidos da amostra por terem violado o
protocolo (ndo consumiram as duas unidades de macd ao dia). Desta
forma, somente 16 voluntarios concluiram o ensaio II. O fluxo de
participantes desse ensaio esta representado na Figura 6.
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Figura 5 - Fluxo de participantes durante o ensaio I do estudo.

Rastreamento preliminar (n = 75)

Excluidos (n=41)"
IMC <23 kg/m? (n=10)
Tempo HD < 3 meses (n=10)
Infecgdes agudas (n = 19)

Uso de suplemento nutricional (n = 02)

Pacientes elegiveis (n=34)

Excluidos (n = 28)

Analisados (n=6)

Legenda:

Nio aceitaram participar (n = 23)

Exclusdo por violagdo do protocolo

(n=05)

IMC (indice de Massa Corporal); HD (Hemodialise)
Excluidos por nao atenderem os critérios de incluséo.
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Figura 6 - Fluxo de participantes durante o ensaio II do estudo.

Rastreamento preliminar (n =60)

|
| |

Pacientes clegiveis Excluidos (n = 35)"

(n=25) IMC <23 kg/m® (n=15)

Tempo HD < 3 meses (n = 05)

Infecgdes agudas (n = 10)

Uso de suplemento nutricional (n = 05)

Exclusdo por violagdo do

Analisados (n = 16) protocolo (n = 9)

Legenda:
EMC (Indice de Massa Corporal); HD (Hemodialise)
Excluidos por ndo atenderem os critérios de incluséo.

5.4 ETAPAS DA PESQUISA

As figuras 7 e 8 representam resumidamente os ensaios da
pesquisa.



Figura 7 - Ensaio I da pesquisa.
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Figura 8 - Ensaio II da pesquisa.

Definigdo da logistica da coleta d2 dados = das
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5.5 PROCESSO DE COLETA DE DADOS

As analises para caracterizagdo quimica do suco e das magds in
natura foram realizadas no Laboratorio de Quimica de Alimentos do
Centro de Ciéncias Agrarias (UFSC) e as analises bioquimicas do
sangue foram feitas no Laboratério de Antioxidantes, Lipideos, no
Departamento de Anadlises Clinicas (UFSC). As macas foram
armazenadas no Laboratorio de Nutri¢do Clinica (UFSC).
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5.6 MODELO DE ANALISE

O consumo do suco e da maga in natura representou a variavel
independente do estudo. As varidveis dependentes, examinadas como
indicadores do estresse oxidativo e dos parametros bioquimicos, estdo
relacionadas no Quadro 6. As variaveis sexo, idade, estado civil, grau de
instrugdo, tempo de hemodidlise e IMC foram utilizados para a
caracterizagdo dos participantes do estudo. As varidveis de controle
foram: ensaio I; lanche padronizado e consumo de alimentos/bebidas
com propriedades antioxidantes e ensaio II; monitoramento por telefone.

Quadro 9 - Varidveis dependentes marcadores de estresse oxidativo e
ardmetros bioquimicos.

Variavel Amostra Unidade de medida
Capacidade antioxidante Soro mmol/L
total
Estado oxidante total Soro mmol/L
Catalase Eritrocitos U/mg Hb
Superdxido dismutase Eritrocitos U/mg Hb
Glutationa peroxidase Eritrocitos U/mg Hb
Glutationa reduzida Sangue umol/g Hb
Vitamina C Plasma pumol/L
Acido trico Soro pmol/L
Potassio Soro mmol/L
Fosforo Soro mmol/L
Glicose Soro mmol/L
Frutosamina Soro pumol/L
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5.7 INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS
5.7.1 Obtencao das macgas

A variedade da maga utilizada neste estudo foi a Fuji. A escolha
desta variedade, como referido anteriormente, se justifica, pela mesma
ser cultivada no estado de Santa Catarina (BRASIL, 2013a); ter
demonstrado capacidade antioxidante; e ser rica em constituintes
fenodlicos, com destaque para os flavonois (BOYER, LIU, 2004;
CARBONE et al.,, 2011; VIEIRA et al., 2011; VIEIRA et al., 2012;
PLAZA, KARIUKI, TURNER, 2014).

As magas foram obtidas dos campos experimentais sazonais da
estacdo da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI), localizada em Sao Joaquim, SC, Brasil
(latitude 28° 17' 39", longitude 49° 55' 56" e altitude 1.415 m). Todas as
macas foram colhidas por pessoal treinado, no estagio de maturagdo
para consumo, na fase de meia estagdo de colheita, nas safras de 2015
(ensaio I) e 2016 (ensaio II).

As frutas foram armazenadas em atmosfera ndo controlada, sob
refrigeragdo (Bosch®, Sao Paulo, Brasil), a temperatura de 4,2 + 1,3 °C
(GOLDING et al, 2001).

A quantidade de magds selecionada nos estudos prévios in vivo
tem sido de grandes quantidades, tais como cinco mag¢ds ou 1 kg
(LOTITO, FREI, 2004; BRIVIDA et al., 2007), que nao sdo facilmente
consumidas, considerando-se o volume. Desta forma, no ensaio I do
estudo, os participantes consumiram 300 mL (o equivalente a cinco
magas) e 150 mL (o equivalente a trés magas) de suco, para obter-se um
maior consumo de constituintes fitoquimicos polifendlicos, em menor
volume. No ensaio I do estudo, os participantes consumiram
diariamente 2 unidades de maca (~ 360 g), por um periodo de 7 dias. O
periodo de consumo escolhido, ¢ justificado pelo fato de que o consumo
frequente, podera favorecer a manutengdo dos constituintes fitoquimicos
no sangue (HOLLMAN et al., 1997; MANACH et al., 2005).

No ensaio I, as mac¢ads foram previamente higienizadas com
hipoclorito de sodio a 1% (DALI et al., 2012). O suco foi preparado pela
pesquisadora na copa da clinica onde o estudo foi realizado. As magas
foram cortadas ao meio, retiradas as sementes e o receptaculo e as frutas
inteiras (casca e polpa juntas) foram processadas em centrifuga de
alimentos (Britania®, Sdo Paulo, Brasil) para obtenc¢do do suco, o qual
foi consumido imediatamente apds o preparo.
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Para o ensaio II, as macas foram previamente higienizadas com
hipoclorito de sodio a 1% (DALI et al., 2012), pesadas e embaladas em
filme plastico. Cada participante recebeu nos dias de dialise um cooler
contendo: as por¢oes de maca previamente pesadas e embaladas (para
consumo até a sessdo seguinte de HD), um extrator de miolo e gelo
reciclavel para manter as frutas frescas. Os participantes foram
orientados verbalmente e por escrito, a acondicionar as magas na gaveta
de suas geladeiras, imediatamente ao chegar em suas residéncias e a
ingeri-las com casca.

5.7.2 Caracterizacdo quimica do suco e da maca in natura
5.7.2.1 Preparo da amostra

Para a caracterizacdo quimica do suco e da maga in natura, apos
selecdo aleatoria, as frutas foram higienizadas com hipoclorito de sodio
a 1% (DAl et al., 2012). Em seguida, para a obten¢do do suco, as magas
foram cortadas ao meio, as sementes e o receptaculo foram retirados e
descartados e as frutas inteiras (casca e polpa juntas) processadas em
centrifuga de alimentos (Briténia®, Sado Paulo, Brasil). Para a fruta in
natura, a casca e a polpa juntas, foram trituradas em moinho de bancada
(IKA A49, SP, Brasil). Nos ensaios I ¢ 11, as analises foram conduzidas
nos dias das intervengdes, em triplicata.

5.7.2.2 Composigado quimica

Os parametros matéria seca, solidos soluveis totais, pH, acidez
total titulavel foram mensurados de acordo com os métodos oficiais da
Association of Official Analytical Chemicals (AOAC, 2005). A matéria
seca foi determinada através de secagem em estufa a 70 °C até obtencdo
de peso constante (método 934.06); os so6lidos soluveis totais, expresso
em °Brix, foram medidos a 20 °C em refratdmetro marca Abbe® (Japio)
(método 932.12); o pH foi determinado a 20 °C em leitura no pHmetro
digital (modelo Digimed” DM-20, Brasil) calibrado com solugdo
tampdo pH 4,0 e 7,0 (método 981.12); a acidez titulavel foi determinada
titulando-se as amostras com 0,1M de hidroxido de sodio e calculado
como g de acido malico 100 g'1 de peso fresco (método 942.15).
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5.7.2.3 Procedimentos de extragdo

O preparo dos extratos para quantificacio dos compostos
fenolicos totais, flavanois totais e atividade antioxidante foi realizado
com base na metodologia proposta por Rufino et al. (2010), no qual 10
mL de suco de mac¢a ou 10 g de maca in natura foram extraidos com 10
mL de metanol em ultrasom USC-1400 (Unique®, Sao Paulo, Brasil) a
25 £ 2 °C por 60 minutos. Os extratos foram centrifugados a 5300/g por
15 minutos (Fanen®™ 280R, Sio Paulo, Brasil). Em seguida, coletou-se o
sobrenadante e o residuo centrifugado foi submetido a um novo
processo de extragdo com 5 mL de acetona 70:30 (v/v) nas mesmas
condigdes citadas acima. O novo sobrenadante extraido foi adicionado
ao sobrenadante da primeira extragdo e o volume foi aferido para 25 mL
em baldo volumétrico.

A extracdo das antocianinas monoméricas totais foi realizada por
maceracdo a frio com base na metodologia descrita por Borges et al.
(2011), na qual 10 mL de suco de mag¢d ou 10 g de magd in natura
foram extraidos com 50 mL de metanol 1,5 M HCIl em frasco ambar a
temperatura de 5 = 2 °C por 24 horas. Na sequéncia, os extratos foram
filtrados em papel filtro Whatman n° 1.

5.7.2.4 Quantificagdo do teor fenolico total

O conteudo de fenolicos totais dos extratos foi determinado pelo
método  espectrofotométrico com reativo de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Em baldes volumétricos de 10 mL,
foram adicionados 4 mL de agua desionizada e 100 pL dos extratos,
seguido da adi¢do de 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu ¢ 1,5 mL de
solucdo de carbonato de sodio 20 % m/v. O volume foi ajustado para 10
mL com agua desionizada e o conteido homogeneizado. Apos 2 horas
ao abrigo da luz, foi realizada a leitura da absorbancia em 765 nm
utilizando espectrofotometro Spectro Vision, modelo SB1810-S
(Beijing, China). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido galico 100g™ de matéria fresca.

5.7.2.5 Quantifica¢do dos flavanois totais

O contedo de flavanodis totais foi estimado pelo método
espectrofotométrico  dimetilaminocinamaldeido (DMACA) segundo
Arnous, Markis e Kefalas (2002). Em 1 mL de solugdo DMACA (0,1 %
em MeOH HCI 1 M) foi adicionado 200 pL de extrato da amostra. A
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mistura foi homogeneizada e em seguida mantida em temperatura
ambiente por 10 minutos. A leitura de absorbancia foi realizada a 640
nm e os resultados expressos em miligramas de equivalentes a catequina
100 g de matéria fresca.

5.7.2.6 Quantifica¢do de antocianinas monoméricas totais

As antocianinas monoméricas totais (AMT) dos extratos das
amostras foram mensuradas aplicando o método diferencial de pH
proposto por Giusti e Wrolstad (2001), onde aliquotas de 0,2 mL dos
extratos diluidos foram adicionadas de 1,8 mL de solugdo tampio
cloreto de potassio 0,025M (pH 1,0) e acetato de sodio 0,4M (pH 4,5),
separadamente, com absorbancias medidas ap6s 10 minutos em auséncia
de Iuz nos comprimentos de onda 515 ¢ 700 nm. O conteido de AMT
foi calculado por meio da equag@o:

AxMMxFDx100
e X C

AMT =

Onde A = absorbancia (A515-A700) pH 1,0 - (A515-A700) pH 4,5,
MM = massa molecular da cianidina 3-glicosideo (449,2 g mol™); FD =
fator de diluicdo; € = absortividade molar de cianidina 3-glicosideo
(26900 mol L™); e C = concentragdo (mg mL"). O conteudo total de
antocianinas monoméricas foi expresso em mg equivalentes de
cianidina-3- glicosideo 100 g de matéria fresca.

5.7.2.7 Quantificacdo da atividade antioxidante

5.7.2.7.1 Avaliagado da atividade antioxidante pelo método DPPH

A capacidade de desativagdo do radical DPPH (2,2-Difenil-1-
picrildrazil) por antioxidantes presentes nos extratos foi realizada
conforme descrito por Brand-Williams, Cuvelier ¢ Berset (1995). O
percentual de inibicdo do radical foi medido através da leitura de
absorbancia a 515 nm antes (Ay) e apos (Ay) a adigdo de 100 uL do
extrato diluido em 2,9 mL do radical DPPH 0,1 mM em metanol 80%
com tempo de reacdo fixado em 30 minutos ao abrigo da luz em
temperatura ambiente. A percentagem (%) de inibi¢ao de radicais DPPH
foi dada pela seguinte equacdo:
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T absorbancia da amostra t=30min
% inibicao = x 100

absorbancia do controle t=0mi

A partir de diferentes concentragdes de extrato, um grafico das
absorbancias versus percentuais de inibicdo foi plotado para
determinac¢do de uma equagdo da reta, a qual foi utilizada para calculo
da concentragdo do extrato necessdria para reduzir 50 % da
concentracdo inicial do radical DPPH.

5.7.2.7.2 Avalia¢do da atividade antioxidante pelo método FRAP

A capacidade antioxidante pelo potencial redutor férrico (FRAP)
foi avaliada através do método descrito por Benzie e Strain (1996).
Aliquotas de 200 pL dos extratos diluidos foram adicionadas a 200 pL
de cloreto férrico FeCl;, homogeneizados e acondicionados em banho de
agua por 30 minutos a 37 + 2 °C. Em seguida, 3,6 mL da solugdo de
TPTZ (do inglés 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) foram adicionados aos tubos
e novamente homogeneizados. Apds 10 minutos de repouso a
absorbancia foi mensurada em 620 nm. Os resultados foram expressos
em pmol equivalente em 4cido ascorbico e sulfato ferroso 100 g de
matéria fresca.

5.7.3 Avalia¢ao antropométrica

Para a classificacdo do estado nutricional dos participantes, foi
utilizado o indice de massa corporal (IMC). A avaliagdo antropométrica
incluiu mensuragdes de peso e altura. Essas medidas foram utilizadas
para o calculo do IMC, expresso como a relagdo do peso atual (kg) pela
altura (m) elevada ao quadrado, com o resultado expresso em kg/m?
(WHO, 2008). Para a classificacdo do estado nutricional dos pacientes
submetidos a HD, foi considerado o ponto de corte para desnutri¢do <
23 kg/m” (FOUQUE et al., 2008).

No ensaio I, os dados antropométricos foram aferidos apos a
sessdo de dialise nos 2 dias de intervengio (APENDICE D) e no ensaio
II, foram aferidos antes da sessdo de dialise em dois momentos: baseline
e dia 8 (APENDICE E).

Para a medida de peso foi utilizada a balanca eletrénica Marte®
(Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo Ltda - Santa Rita do Sapucai
Minas Gerais, Brasil), com capacidade maxima de 150 kg e variacdo de
100 g. Para verificacdo deste dado, o individuo foi situado no centro da



105

plataforma, com seu peso distribuido igualmente entre os pés, utilizando
uma roupa leve e sem calgados (WHO, 1995).

A altura foi aferida utilizando o estadidmetro da clinica que
possuia comprimento maximo de 2 m e escala de 1 cm. Para a medida, o
individuo estava descal¢o, com os pés unidos e seu peso corporal
distribuido igualmente entre os pés, bracos pendentes ao lado do corpo e
encostando a superficie posterior da cabeca, costas, nadegas e
calcanhares na escala de medida. A cabega foi posicionada de modo que
a linha de visdo ficasse perpendicular ao corpo. O individuo foi
orientado a inspirar profundamente e manter-se nessa posi¢do, até a
régua movel ser trazida até o ponto mais alto da cabeca, comprimindo
somente o cabelo e ndo exercendo pressdo sobre o mastoide (WHO,
1995).

5.7.4 Monitoramento do consumo alimentar

Com o intuito de avaliar o consumo dietético dos participantes e
de verificar a adesdo a intervencdo, durante o ensaio II do estudo, foi
aplicado o registro alimentar (FISBERG et al., 2009) (APENDICE F).
Durante os 7 dias de intervengdo, foram coletados trés registros sendo:
um dia de dialise, um dia sem dialise e um dia de final de semana.

Os participantes foram instruidos (verbalmente e por escrito) a
relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma de preparo, ingredientes,
quantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e bebidas
consumidos no dia, em cada refeigdo (GUENTHER et al., 1996). O
registro do dia de didlise foi iniciado pela nutricionista da clinica
AparVida. Neste dia, ela explicou os procedimentos de preenchimento
do registro para os participantes. Apods, a entrega dos outros dois
registros preenchidos pelos participantes, a nutricionista confereriu junto
aos voluntarios as informagdes preenchidas por eles.

Para a transformag@o das medidas caseiras em gramaturas de
alimentos, foi utilizada a tabela de equivaléncias de Pinheiro et al.
(2002). Para a andlise estimada do quantitativo de nutrientes
(carboidratos; proteinas; gorduras total, saturada, monoinsaturadas e
poli-insaturadas; fibra alimentar; vitamina D, ferro, potassio, fosforo,
selénio, zinco, calcio e sdédio) foi utilizada a Tabela Brasileira de
Composi¢do de Alimentos (UNICAMP, 2011) e o software de nutrigdo
Dietbox™ (Porto Alegre, RS, Brasil). As preparagdes sem registro na
Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos foram desmembradas
em ingredientes e quantidades/por¢do de acordo com o Manual de
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Receitas e Medidas Caseiras para Calculos de Inquéritos Alimentares
(FISBERG, VILLAR, 2002).

5.7.5 Monitoramento dos efeitos colaterais

A fim de medir a tolerancia, os efeitos colaterais decorrentes da
ingestdo do suco e da magd in natura, foram avaliados segundo os
relatos de sinais e sintomas: constipag@o, nausea, enjoo, vomito, diarréia
ou outro.

No ensaio I, os participantes foram questionados com relacao a
frequéncia de cada sinal e sintoma, por ligagdo telefonica, no dia das
intervengdes e um dia apds (APENDICE D). No ensaio II, esses sinais e
sintomas foram monitorados durante os 7 dias de interveng¢do por
ligagdo telefonica (APENDICE E).

A constipagao intestinal funcional inclui definigdes mensuraveis
— frequéncia menor que trés evacuagdes/semana, peso diario das fezes
menor que 35 g, esfor¢o para evacuar em mais que 25% das evacuagdes
e tempo de transito intestinal total ou colénico prolongado e defini¢des
subjetivas — esfor¢co evacuatorio, fezes endurecidas ou em cibalas,
estimulos evacuatorios improdutivos (auséncia de eliminacao de fezes)
ou sensac¢do de evacuacdo incompleta (LONGSTRETH et al., 2006).

A diarréia ¢ caracterizada pelo aumento da frequéncia das
evacuagOes intestinais (trés ou mais vezes ao dia), aumento da
quantidade de fezes (mais de 200 g/dia) e consisténcia alterada das
mesmas (SMELTZER; BARE, 2005).

A nausea ¢ definida como uma sensacdo subjetiva ¢ desagradavel
associada a vontade de vomitar, acompanhada de palidez ou rubor,
taquicardia, impulso do vomito (BECKER, 2010; LAGES et al., 2005;
GOLEMBIEWSKI; O’BRIEN, 2002), aumento de salivacdo e
transpiracao (GAN, 2006).

O vOmito ¢ caracterizado pela contratura da musculatura
abdominal, abaixamento do diafragma, relaxamento da cardia gastrica,
resultando em expulsdo do conteido do estobmago em dire¢do a boca
(BECKER, 2010; GOLEMBIEWSKI; O’BRIEN, 2002).

O enjéo é um acontecimento desagradavel, manifestando-se
através de sensacdo de desmaio, nausea e vertigem, suores frios e mal-
estar geral, frequentemente acompanhado por vomito (SCHIFFMAN,
1990).
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5.7.6 Analises bioquimicas
5.7.6.1 Coleta e tratamento das amostras de sangue

No ensaio I do estudo, as coletas de sangue foram feitas nos
periodos baseline, 30 e 60 minutos apds o consumo do suco, nos 2 dias
de interven¢do (Figura 3). Estes tempos de coleta, foram estipulados
com base em outros estudos, que avaliaram o efeito do consumo e
eliminagdo dos polifendis da cidra de mag¢a ndo alcoolica e do suco de
mac¢a em individuos saudaveis (BITSCH et al., 2001; DUPONT et al.,
2002; VIEIRA et al., 2012).

No ensaio II, as coletas de sangue ocorreram antes da sessdo de
dialise, nos periodos baseline e nos dias 3, 6 ¢ 8 (dia apds o ultimo dia
da intervengdo) (Figura 4). Esses tempos de coletas foram estipulados
com base em estudos realizados com pacientes submetidos a HD, em
que se avaliou os marcadores de EO apds o consumo de alimentos ricos
em polifendis (CASTILLA et al., 2006; CASTILLA et al., 2008).
Apesar da magd ser uma fruta com teores ndo elevados de potassio,
foram realizadas duas coletas de sangue adicionais, nos dias 3 e 6, com
0 objetivo de monitorar este mineral no soro, apos a inclusdo das 2
unidades de maga na dieta dos pacientes.

O sangue venoso foi coletado pelo profissional técnico em
Enfermagem das clinicas, a partir da fistula arteriovenosa. O sangue (32
mL) foi coletado usando-se sistema a vacuo (BD Vacuntainer , Sdo
Paulo, Brasil) em quatro tubos: um contendo heparina sodica, dois tubos
com acido etilenoadiaminoacético (EDTA) e um tubo sem
anticoagulante ou aditivos. O sangue foi centrifugado imediatamente
(3,000 RPM, 10 minutos, temperatura ambiente) nas clinicas, para a
obtenc¢do do plasma e do soro.

Para as analises do status da glutationa, uma aliquota de sangue
total-EDTA (1 mL) foi tranferida para um tubo Eppendorf contendo 100
pL de N-etilmaleimida 310 mM (NEM310).

Para a determinacdo das enzimas antioxidantes, GPx, SOD e
CAT foi utilizado um hemolisado, a partir de 100 uL de células
(hemacias) juntamente com 1 mL de solu¢do hemolisante (solugdo de
MgSO4 4nM e acido acético 1 nM). Para obter o hemolisado, aliquotas
de sangue total foram centrifugadas (3,000 RPM, 10 minutos,
temperatura ambiente), sendo o plasma desprezado e as hemaceas
utilizadas. Ocorreram 3 lavagens com solucdo fisiologica, de maneira
suave, homogeneizando as células com pipeta de Pasteur, havendo a
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centrifugacdo a 3,000 RPM por 10 minutos a temperatura ambiente, a
cada lavagem. Apé6s a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e houve o complemento com o mesmo volume de solugdo
fisiologica, sendo separados 100 pL destas células juntamente com 1
mL de solug¢dao hemolisante. Esse processo ocorreu nas clinicas.

Todas as amostras foram congeladas, armazenadas e
transportadas em gelo seco das clinicas até a UFSC e foram congeladas
a -80 °C até o momento das andlises. O tempo de armazenagem foi
padronizado para os dois ensaios do estudo (30 dias). Todas as analises
foram realizadas em duplicata.

5.7.6.2 Determinacdo dos marcadores de estresse oxidativo
5.7.6.2.1 Estado oxidante total

Os oxidantes presentes na amostra de soro oxidam o complexo
formado com o ion ferroso e a o-dianisidina para ion férrico. A reagdo ¢é
facilitada pelas moléculas de glicerol presentes em grande quantidade no
meio reacional. O ion férrico forma um complexo colorido com o
alaranjado de xilenol em meio acido. A intensidade de cor ¢
proporcional ao numero total de moléculas oxidantes presentes e foi lida
em 560 nm (Spectrophotometer UV-1800 — Shimadzu®, Kyoto, Japan).
O perdxido de hidrogénio foi usado como padrio e os resultados foram
expressos em umol H,O, Equiv/L (EREL, 2005).

5.7.6.2.2 Capacidade antioxidante total

O método se baseia na habilidade dos antioxidantes bloquearem o
cation radical estavel ABTS (do inglés 2,2 "-azinobis-(3-ethylbenz-
thiazoline-6-sulfonic) diammonium salt), um cromoforo azul-esverdeado
com absor¢do maxima em 660 nm, em compara¢do com a capacidade
antioxidante do Trolox (do inglés 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2- carboxylic acid), um analogo hidrossoluvel da
vitamina E.

O cation radical ABTS ¢ preparado pela reagdo do cation ABTS
10 mM e peroxido de hidrogénio 2 mM (concentragdo final) em meio
acido (tampao acetato 30 mM pH 3,6). Apos a adi¢do de aliquotas de
Trolox em diferentes concentragdes (curva-padrdo) ou amostras de soro
na solu¢do ABTS diluida, a leitura da absorbancia foi monitorada a 30
°C (Spectrophotometer UV-1800 — Shimadzu®, Kyoto, Japan), durante 5
min apos a mistura inicial. A adi¢do de antioxidantes ao radical pré-

+
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formado (azul-esverdeado) reduz o radical a ABTS com a consequente
descoloragdo da solugdo. A extensdo da descoloracdo, como
porcentagem de inibi¢do do radical ABTS, foi determinada em fungdo
da concentra¢do de antioxidantes no soro e calculada em comparacao
com a reatividade do Trolox. Os resultados foram expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em pmol/L (EREL,
2004).

5.7.6.2.3 Indice de estresse oxidativo

O IEO ¢ definido como a razdo entre EOT e CAOT (AYCICEK,
EREL, KOCYIGIT, 2005; HARMA, HARMA, EREL, 2005). O célculo
foi realizado de acordo com a seguinte formula: IEO (unidade arbitratia)
= [(EOT, pmol H,O, Equiv/L)/(TAC, umol Equiv de Trolox/L) x 100]
(AYCICEK, EREL, 2007).

5.7.6.2.4 Acido ascérbico

O 4acido ascorbico foi determinado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (do inglés High performance liquid chromatography
HPLC) em equipamento com injetor manual, conectado ao
degaseificador DGU 20A5 com integrador CBM 20A, bomba LC-
20AD, detector UV-Visivel DAD SPD-M20A (Shimadzu®, Kyoto,
Japan), com software LC Solutions. Para as separagdes cromatograficas
foram utilizadas coluna de fase reversa Shimpack C18 (4,6 mm x 250
mm, 5 pm) e pré-coluna Shimpack C18 (4 mm x 10 mm, Sum). A fase
movel foi composta por solucdo de fosfato monobasico de potéssio e
acido fosforico 0,2 M pH 3,0 contendo EDTA (do inglés
ethylenediamine tetraacetic acid) 2 mM, com grau de pureza para
cromatografia e filtrada em membrana de 0,45 um. Seguindo eluigdo
isocratica com fluxo de 1,0 mL/min a detec¢do do acido ascorbico foi
monitorada no comprimento de onda 245 nm. Aliquotas do plasma
foram precipitadas com 4cido tricloroacético (TCA) a 30%. Apos
centrifugacdo (23.000 x g, 4 °C, 15 minutos), 20 uL. do sobrenadante foi
injetado no sistema. O tempo de retengdo estimado foi 2,6 min, e para
evitar interferéncia de leituras do 4cido urico foi recomendado um
intervalo de 7 min entre cada inje¢do de amostra. Para os calculos,
utilizou-se curva padrio de 4cido ascorbico com diferentes
concentracdes (200, 100, 50, 25 e 12,5 pM) e analise de regressao linear
(equagdo da reta: y=a+bx). A partir da equac@o da reta obtida pela curva
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padrdo, foi calculada a concentracdo na amostra. Os resultados foram
expressos em pmol/L (CHUNG et al., 2001).

5.7.6.2.5 Glutationa reduzida

A GSH, forma majoritaria de tidis de baixo peso molecular nas
células, foi quantificada no sangue total por HPLC, de acordo com o
método descrito por Giustarini et al. (2013). Nesse método, a fase movel
foi preparada com acido acético 0,25% e acetonitrila, ambos grau HPLC
e filtrados em membrana de 0,45 um. Aliquotas de sangue total-EDTA
tratadas com NEM310 (ver o topico Coleta e tratamento das amostras
de sangue) foram desproteinizadas pela adigdo de acido tricloroacético
(TCA) a 15%, e em seguida centrifugados (14.000x g, 25°C, 2
minutos). Para a analise da GSH, o sobrenadante resultante foi utilizado
para a analise por HPLC (Shimadzu®, Tokyo, Japan) em coluna C18
(Tosoh - TSK-gel ODS-80Ts; 4,6 mm x 150 mm x 5 mm) e deteccao
em comprimento de onda 265 nm,com 400 nm como referéncia.
Condicionou-se a composi¢cdo da fase movel a 94% de acido acético
0,25% e 6% de acetonitrila, com fluxo de 1,25 mL/min. Apés a
cromatografia, o conjugado GS-NEM eluiu como dois picos separados
e de areas iguais. O primeiro pico foi utilizado para o calculo da
concentracdo de GSH na amostra de sangue. Para os calculos da
concentracdo de GSH no sangue, utilizou-se a curva padrdo de GSH
com diferentes concentragdes (0,125, 0,25, 0,5, 1,0 e 20 mM) e analise
de regressdo linear (equagdo da reta: y=a+bx). A partir da equagdo da
reta obtida pela curva padrdo de GSH, foi calculada a concentragdo de
GSH total na amostra. Os resultados foram expressos em pmol/g Hb.

5.7.6.2.6 Superoxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada utilizando-se o SOD Assay
Kit (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA) conforme procedimentos
descritos pelo fabricante, e lida a 450 nm em espectofometro de placas
Epoch (Biotek™ Instruments, Winooski, VT, EUA). A atividade da SOD
foi obtida a partir de formula descrita pelo fabricante. Os resultados
foram expressos em U/mg Hb.

5.7.6.2.7 Catalase

A atividade da CAT foi determinada através da sua funcdo
peroxidativa (JOHANSSON, BORG, 1988). O método ¢ baseado na
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reacdo da enzima com metanol em presenca de uma concentragdo ideal
de peréxido de hidrogénio. Nessa reacdo é produzido formaldeido, o
qual foi medido colorimetricamente com Purpald. O reagente Purpald
formou um heterociclo biciclico com aldeidos que, ao oxidar, passou a
ter cor roxa.

A reacdo consisitiu na mistura de 20 pL de amostra, 100 pL de
tampao composto por fosfato monobasico de potassio e fosfato dibasico
de potassio dihidratado (pH 7,0), 30 pL de metanol, 20 pL de
formaldeido e 20 puL de tampdo composto por fosfato monobasico de
potéssio 25 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM e 0,1% de albumina sérica
bovina. Para iniciar a reagfo, foi utilizado 20 pL de H,O, e 30 pL de
hidroxido de potassio (KOH), para encerrar a reagdo. Na sequéncia,
pipetou-se 30 pL de Purpald e 10 pL de periodato de potassio. Leu-se a
absorbancia em espectofotdmetro de placas Epoch (Biotek” Instruments,
Winooski, VT, EUA) a 540 nm. Os resultados foram expressos em U/mg
Hb.

5.7.6.2.8 Glutationa peroxidase

A atividade da GPx foi determinada pela medida da taxa de
oxidagdo de NADPH na presenca de glutationa reduzida e glutationa
redutase (GR) (WENDEL, 1981). Para iniciar a reacdo, 10 pL de
amostra foi adicionada a mistura contendo 82,5 p de tampao fosfato
(143 mM fosfato de sodio, 1 mM EDTA, pH 7,5), 125 uL de NADPH
(0,29 mM), 12,5 pL de GSH (20 mM), 2,5 pL de GR (10 U/mL), 12,5
pL t-butil- hidroperéxido (10 mM) e 2,67 uL de cianeto de potassio
(KCN) (9 mM). A taxa de oxidagdo do NADPH foi monitorada a 340
nm em intervalos de 60 segundos por 3 minutos em espectofotometro de
placas Epoch (Biotek” Instruments, Winooski, VT, EUA). Os resultados
foram expressos em U/mg Hb.

5.7.6.2.9 Acido vrico

O conjunto de reagentes para as determinagdes de acido urico
sérico foi obtido da empresa Labtest” Diagnostica S.A. (Lagoa Santa-
MGQG), e os procedimentos realizados conforme descricdo do fabricante.
A concentragdo de acido urico foi determinada pelo método
colorimétrico ¢ de ponto final utilizando a reagdo de Trinder. Nesse
método, o acido turico € oxidado a alantoina e peréxido de hidrogénio,
por meio da acdo catalisadora da uricase. O perdxido de hidrogénio por
meio da agdo catalisadora da peroxidase e juntamente com a 4-
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aminoantipirina e o acido di-hidroxi-benzeno-sulfénico (DHBS), forma
a antipirilquinoneimina, com absorbancia maxima em 510 nm e cuja
intensidade de cor é proporcional a quantidade de acido trico na
amostra. As medidas foram realizadas em equipamento automatizado
Cobas Miras Plus (Roche®, Basel, Switzerland). Os resultados foram
expressos em pumol/L.

5.7.6.3 Determinacdo dos parametros bioquimicos
5.7.6.3.1 Potassio e fosforo

Os conjuntos de reagentes para as determinagdes de potassio e
fosforo séricos foram obtidos da empresa Labtest” Diagnostica S.A.
(Lagoa Santa-MG), e as analises seguiram as recomendagdes do
fabricante. Os resultados foram expressos em mmol/L.

No ensaio I, a concentracdo de potassio foi determinada por
reacdo enzimatica, em modo cinético. O substrato fosfoenolpiruvato é
convertido a piruvato, pela piruvato quinase dependente de potassio. O
piruvato gerado ¢ convertido a lactato, na presenca de NADH, em
reacdo catalisada pela lactato desidrogenase. A oxidacdo de NADH a
NAD e consequente redugdo da densidade otica em 380 nm ¢
proporcional a concentracdo de potassio presente na amostra. As
medidas foram realizadas em equipamento automatizado Cobas Miras
Plus (Roche®™, Basel, Switzerland). No ensaio 11, as medidas de potassio
foram realizadas em equipamento automatizado Dimension RXL Max
System (Siemens Healthcare Diagnostics Products GMBH", Alemanha)

A concentragdo de fosforo foi determinada pelo método
colorimétrico e de ponto final. Os ions fosfato reagem com o
molibdénio em meio acido, formando um complexo amarelo, o qual, por
acdo de um tampao alcalino ¢ reduzido a azul-molibdénio cuja
absorbancia ¢ medida a 650 nm. As medidas foram realizadas em
equipamento automatizado Cobas Miras Plus (Roche®, Basel,
Switzerland).

5.7.6.3.2 Glicose e frutosamina

Os conjuntos de reagentes para as determinagdes de glicose e
frutosamina séricas foram obtidos da empresa Labtest™ Diagnéstica S.A.
(Lagoa Santa-MG), e os procedimentos foram realizados conforme
descrito pelo fabricante.
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A concentragdo de glicose foi determinada pelo método
colorimétrico ¢ de ponto final utilizando a reagdo de Trinder. Neste
método, a glicose é oxidada formando peréxido de hidrogénio que, por
meio da agdo catalisadora da peroxidase e juntamente com a 4-
aminoantipirina ¢ o diclorofenol, forma a antipirilquinoneimina, com
absorbancia maxima em 510 nm e cuja intensidade de cor ¢
proporcional a quantidade de glicose na amostra. As medidas foram
realizadas em equipamento automatizado Cobas Miras Plus (Roche”,
Basel, Switzerland). Os resultados foram expressos em mmol/L.

A concentragdo de frutosamina foi determinada por método
cinético utilizando a reag@o de redugdo do NBT. A glicose se liga aos
grupamentos amino das proteinas formando uma base de Schiff
(aldimina), que apds um rearranjo molecular, transforma-se em uma
cetoamina estdvel denominada frutosamina. Em pH alcalino, a
frutosamina ¢é convertida a forma endlica que reduz o azul de
nitrotetrazolio a um “formazan purpura”, com absorbancia maxima em
530 nm e cuja intensidade de cor ¢ proporcional a quantidade de
frutosamina na amostra. As medidas foram realizadas em equipamento
automatizado Cobas Miras Plus (Roche®, Basel, Switzerland). Os
resultados foram expressos em pmol/L.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis cuja distribui¢do dos dados apresentou simetria,
foram apresentadas sob a forma de média e desvio padrdo, caso
contrario, em mediana e intervalo interquartil.

No ensaio I, para verificar as diferencas na composi¢do quimica
entre as duas doses de suco de maca, utilizou-se o teste T de Student.
Para verificar as diferencas promovidas pela administragdo de 300 mL e
150 mL de suco e os tempos analisados (baseline, 30 minutos ¢ 60
minutos) sobre os desfechos intragrupo, foi aplicada a analise de
varidncia para amostras dependentes (ANOVA one-way para medidas
repetidas) e o teste complementar de Bonferroni para as variaveis com
distribui¢do simétrica (direta ou apds transformagdo logaritmica — GSH
da dose de 150 mL). Para os valores que permaneceram nao
paramétricos apos a transformagio logaritmica (SOD da dose de 150
mL), as variaveis foram comparadas pelo teste de Friedman, seguidas
pelo teste complementar de Wilcoxon com corre¢cdo de Bonferroni
(nivel de significancia ajustado para p < 0,033). Para verificar as



114

diferencgas entre as duas doses de suco e os efeitos colaterais, aplicou-se
o teste T de Student.

No ensaio II, o teste de Wilcoxon foi aplicado para detectar as
diferencas intragrupo nos periodos baseline e dia 8. Para verificar as
diferengas promovidas pela intervengdo e os tempos analisados
(baseline, dias 3, 6 e 8) sobre os desfechos intragrupo, foi aplicado o
teste de Wilcoxon.

Para avaliar as diferengas entre os trés registros alimentares
analisados, foi aplicado ANOVA One-Way para medias repetidas,
seguido do teste complementar de Bonferroni. As varidveis que nao
apresentaram normalidade dos residuos, foram log-transformadas
(carboidratos, sodio, calcio, fosforo, vitaminas A, D e E). Apenas uma
variavel ndo apresentou normalidade dos residuos mesmo log-
transformada (vitamina B12), e empregou-se o teste de Kruskall Wallis.

O tamanho do efeito foi calculado usando a estatistica d de Cohen
(COHEN, 1993; DUNLAP et al., 1996) ajustadas para uso em medicdes
repetidas e para a remogdo de vieses de amostras pequenas na estimativa
do efeito padronizado. Os tamanhos do efeito foram assumidos como
triviais (<0,20), pequenos (entre 0,20 e 0,49), médios (entre 0,50 ¢ 0,79)
ou grandes (> 0,80) (COHEN, 1993; DUNLAP et al., 1996).

As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS 17.0
(SPSS Inc., Chicago, lIllinois). O nivel de significincia adotado foi
inferior a 5% (p < 0,05). O tamanho do efeito de Cohen's d foi calculado
usando-se calculadora de tamanho de efeito
(<http://www.cem.org/effect-size-calculator>).

5.9 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes ¢ normas da
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n° 466 de 2012 (BRASIL,
2013b) e a Declaragdo de Helsinki (RICKHAM, 1964). Os voluntarios
participaram do estudo somente ap6s concordincia e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A), por
meio do qual foram informados acerca do proposito, beneficios e riscos
da pesquisa.

Todas as informagdes ligadas a identidade dos participantes
foram mantidas sob sigilo e destruidas apds a conclus@o da pesquisa. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFSC, sob o CAAE 37090614.6.0000.0118 (ANEXO B) e
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital
Governador Celso Ramos, sob o CAAE 37090614.6.3001.5360
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(ANEXO C). Numero de identificagdo no ClinicalTrials.gov:
NCT02974491.
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6 RESULTADOS

Os resultados desta tese sdo apresentados na forma de dois
artigos cientificos. O artigo 1, aborda os resultados e discussdo da
intervengdo com o suco de maga. O artigo 2, disserta sobre os resultados
e discussdo da intervencdo com o consumo de macga. Os resultados dos
registros alimentares realizados no estudo com o consumo de maca,
estdo apresentados no APENDICE G.
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6.1 ARTIGO 1: EFEITO DO CONSUMO AGUDO DE SUCO DE
MACA NOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
PACIENTES SUBMETIDOS A HEMODIALISE: ESTUDO PILOTO.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo agudo
de suco de ma¢a (SM), da variedade Fuji, nos marcadores de estresse
oxidativo, parametros bioquimicos e tolerancia ao consumo do SM, em
pacientes submetidos a hemodialise (HD). Seis pacientes adultos, apés
48 horas de restricdo de alimentos ricos em antioxidantes, consumiram
300 e 150 mL de SM, imediatamente apds a sessdo de dialise, em dois
dias diferentes. Entre as intervengdes, houve um intervalo de 3 semanas
e amostras de sangue foram coletadas nos peridos baseline, 30 minutos
e 60 minutos apdés o consumo de SM. Foram analisados marcadores
antioxidantes (capacidade antioxidante total, catalase, glutationa
peroxidase, superdxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida);
marcadores oxidativos (estado oxidante total (EOT) e indice de estresse
oxidativo (IEQ)) e parametros bioquimicos séricos (potassio, cido urico
e glicose). A fim de medir a tolerancia ao SM, os participantes foram
questionados sobre a presenca de efeitos colaterais. Comparado ao
baseline, o consumo de 300 mL de SM aumentou significativamente as
concentrag¢des de acido ascorbico (p = 0,001) e da atividade eritrocitaria
da enzima SOD (p = 0,015). Os niveis de acido urico (p = 0,003) e
potassio (p = 0,004) também aumentaram, porém ndo ultrapassaram os
valores de referéncia para a populagdo. Ambas doses de SM, ndo
inibiram o aumento significativo das concentragdes do EOT (p = 0,048;
300 mL) e os valores de IEO (p = 0,012; 150 mL). Os habitos intestinais
foram preservados (p = 0,357). O consumo agudo de 300 mL de SM
melhorou o estado antioxidante de pacientes submetidos a HD, e ambas
as doses de doses de suco apresentaram boa tolerancia.

Palavras-chave: hemodialise; suco de macgd; consumo agudo;
estado antioxidante; estresse oxidativo; potassio.
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1 Introducio

O estresse oxidativo (EO) ocorre devido a producdo excessiva de
radicais-livres e/ou diminuicdo das defesas antioxidantes e resulta em
alteragdes quimicas nas moléculas, tais como aglcares, proteinas e
lipidios, causando modifica¢des funcionais e estruturais [1].

O EO ¢ comumente associado a taxas elevadas de morbidade e
mortalidade em pacientes submetidos & hemodialise (HD) [2]. Nestes
pacientes, o EO tem sido relatado em decorréncia a: idade avancada,
diabetes mellitus, estado inflamatério cronico, sindrome urémica,
bioincompatibilidade das membranas de didlise, hipertensao,
dislipidemia, tabagismo, administracdo de ferro intravenoso, desnutri¢ao
e deficiéncia no sistema antioxidante; incluindo diminui¢do nas
concentracdes de vitamina C, selénio, vitamina E e na atividade das
enzimas antioxidantes [3].

A ingestdo de alimentos antioxidantes é uma alternativa
promissora, para se diminuir os danos celulares oxidativos. Diversas
frutas e vegetais, além de vitaminas antioxidantes, sdo ricos em
polifendis, agindo como antioxidantes, in vitro e in vivo, ao sequestrar
espécies reativas de oxigénio ou inibindo a sua formagao [4].

Um pequeno numero de estudos clinicos, de curto prazo,
demonstraram os efeitos benéficos do consumo de sucos de frutas in
natura, ricas em polifendis, nos marcadores do estado antioxidante e de
estresse oxidativo em pacientes submetidos a HD [5,6]. A mag¢a é uma
das frutas mais consumidas no mundo e é considerada uma fonte de
nutrientes e fitoquimicos [7,8]. Os efeitos antioxidantes do suco de maga
(SM) foram relatados em interven¢des com voluntdrios saudaveis,
resultando no aumento das defesas antioxidantes [9,10] e na diminui¢io
dos marcadores de estresse oxidativo [10]. Foi demonstrado que o
consumo unico da dose de 150 mL de SM, resultou em aumento na
atividade antioxidante plasmatica em sujeitos saudaveis [9]. Este efeito
antioxidante pode ser em decorréncia aos seus compostos polifenolicos,
mas também pode ser justificado, pelo aumento do 4cido ftrico
estimulado via frutose [11,12].

Os pacientes submetidos a HD, necessitam controlar os niveis
séricos de minerais, como o potdssio e¢ desta forma estdo sujeitos a
restrigdes dietéticas. Isto pode limitar o consumo de antioxidantes e
micronutrientes. Somado a isto, os efeitos do SM em pacientes
submetidos a HD sdo desconhecidos. Portanto, o principal objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos do consumo agudo de 300 mL e 150 mL
de suco de magd, da variedade Fuji, nos marcadores de estresse
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oxidativo e parametros bioquimicos em pacientes submetidos a HD.
Nosso objetivo secundario, foi verificar se o consumo agudo de ambas
as doses de SM, foi tolerado por essa populagao.

2 Material e métodos
2.1 Sujeitos e design do estudo

Neste estudo piloto de intervengdo, pacientes adultos foram
recrutados numa clinica de didlise (Florianopolis, SC, Brasil), entre
junho e agosto de 2015. Os critérios de inclusdo para os voluntarios
foram: estar em hemodialise por um periodo > 3 meses, ter idade > 20
anos e indice de massa corporal (IMC) > 23 kg/m’. Os critérios de
exclusao foram: ter alergia a maga, ter feito transplante renal a menos de
6 meses do inicio do estudo, fazer uso de suplementos nutricionais ou
antioxidantes nos 30 dias antecedendo a participagdo no estudo, ter sido
hospitalizado 6 semanas antes do inicio do estudo ou sofrer de alguma
doenca aguda (Figura 1). Todos os participantes receberam
monitoramento e aconselhamento dietético por nutricionista.

Os participantes foram instruidos a manter sua dieta habitual
durante o estudo, com a exce¢do de evitar o consumo de alimentos ricos
em polifenois (i.e., vegetais, frutas, chocolate, cha, café, mel) e de
consumir bebidas alcoolicas, durante as 48 horas que antecederam os 2
dias de intervencdo e nos dias da intervengdo (Figura 2). Além disso,
nos dois dias de intervengdo, os participantes receberam um lanche
padronizado durante a sessdo de dialise (1 h 30 min antes da ingestdo do
suco) composto por: 200 mL de leite puro e 1 pdo de trigo com
margarina e 1 fatia de queijo prato.

Cada participante consumiu 300 mL de SM da variedade Fuji,
imediatamente apds a sessdo de didlise e, apds um intervalo de 3
semanas (washout period), os mesmos voluntarios consumiram 150 mL
de suco de maneira similiar a descrita previamente (Figura 2). As coletas
de sangue foram realizadas antes do inicio da intervenc¢do (baseline, to),
30 minutos (t;) e 60 minutos (t;) apds a ingestdo de ambas quantidades
de suco (Figura 2). Os participantes serviram como seus proprios
controles, visto que todos os dados obtidos durante a intervenc¢do, foram
comparados aos valores do baseline.
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Figura 1 - Fluxo de participantes do estudo.

Rastreamento preliminar (n = 75)

Excluidos (n=41)"

IMC <23 kg/m? (n= 10)

Tempo HD < 3 meses (n=10)

Infecgdes agudas (n=19)

Uso de suplemento nutricional (n = 02)

Excluidos (n = 28)

Pacientes elegiveis (n=34)

Nio aceitaram participar (n = 23)

Exclusdo por violagdo do protocolo

(n=05)

Analisados (n = 6)

Legenda:

IMC (indice de Massa Corporal): HD (hemodialise)

" Excluidos por ndo atenderem os critérios de inclusio

A maca Fuji foi escolhida por ser uma fruta, com teores ndo
elevados de potassio, e por ser recomendada a pacientes submetidos a
HD pela National Kidney Foundation [13]. Além disto, o estado de
Santa Catarina é o maior produtor desta fruta no Brasil, sendo a
variedade Fuji uma das mais produzidas [14], proporcionando facil
acesso a fruta. A dose de 300 mL foi escolhida, levando-se em
consideragdo os efeitos favoraveis descritos anteriormente em
voluntarios saudaveis [10], ¢ a de 150 mL foi testada, considerando-se
as restricdes de fluidos para esses pacientes. Os dados clinicos e
bioquimicos foram obtidos dos prontudrios médicos. A fim de medir a
tolerancia, os participantes foram questionados por telefone, nos dias do
consumo do SM, e um dia apds, sobre a frequéncia do nimero de
evacuagoes, dores abdominais, inchago abdominal, flatuléncia e sobre o
aparecimento de nausea e vomito.

Este estudo recebeu aprovagio do Comité de Etica de Pesquisa
com Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo
37090614.6.0000.0118) e todos os participantes forneceram
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consentimento por escrito. O identificador no ClinicalTrials.gov ¢
NCT02974491.

Figura 2 — Representagdo esquematica do protocolo experimental do estudo.
DIA1 DIA2
300 mL suco 150 mL suco
I_O_l . 6 e . ®
4 &

Washout
(3 semanas)

Legenda:
@ 48 h de dieta isenta de polifenois

ty baseline, imediatamente antes do consumo do suco
‘ Coleta de sangue: t; 30 min apés o consumo do suco

t; 60 min apos o consumo do suco

2.2 Analise do suco de maca

As macas da variedade Fuji, foram obtidas dos campos
experimentais sazonais da estagdo da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), na cidade
de Sao Joaquim-SC (latitude 28° 17' 39", longitude 49° 55' 56" e altitude
1.415 m), colhidas em seu estidgio de maturacdo comercial durante a
safra de 2015. Apo6s a colheita, as magas foram armazenadas a 4 = 1 °C.
Antes da preparagdo do suco, as frutas foram higienizadas com
hipoclorito de s6dio a 1%. Magds com casca e sem sementes foram
centrifugadas em um extrator de suco (Britﬁnia®, Sado Paulo, Brasil),
sem a adi¢do de agua. Cada dose de SM (300 e 150 mL) foi preparada e
consumida imediatamente.

Os conteudos de matéria seca, so6lidos soluveis totais, pH e acidez
titulavel das macgéds, foram medidos utilizando-se as metodologias
recomendas pela Association of Official Analytical Chemists [15]. Os
contetidos de compostos fendlicos totais [16], flavandis totais [17],
capacidade antioxidante total [18] e antocianinas monoméricas totais
[19], foram analisados, utilizando-se as metodologias previamente
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descritas. As andlises foram conduzidas nos dois dias de experimento,
em triplicata.

2.3 Amostras de sangue

As amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos
Vacutainer® (So Paulo, Brasil) contendo EDTA, heparina ou sem
anticoagulante; a partir da fistula arteriovenosa. Plasma e soro foram
obtidos imediatamente por centrifugagdo (3.000 rpm, 10 min,
temperatura ambiente) para a medi¢do de acido trico, glicose, potassio,
capacidade antioxidante total (CAOT) e estado oxidante total. Para
quantificar as enzimas antioxidantes, uma aliquota de sangue foi lisada.
Para a analise de glutationa reduzida (GSH), foi transferido sangue total-
EDTA para tubo Eppendorf contendo 100 puL. de N-etilmaleimida 310
mM (NEM310; Sigma-Aldrich) e misturado em vortice. Todas as
amostras foram armazenadas imediatamente a -80 °C para
posteriormente serem analisadas em duplicata.

2.4 Parametros bioquimicos

As concentragdes séricas de acido trico, glicose e potassio foram
determinadas usando-se kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil) em equipamento automatico Cobas Miras Plus (Roche®,
Basel, Switzerland).

2.5 Marcadores de estresse oxidativo

Com a finalidade de dosar os marcadores oxidativos, o estado
oxidante total (EOT) sérico foi medido conforme técnica descrita
previamente [20] e o indice de estresse oxidativo (IEO) calculado [21].
A fim de quantificar os marcadores antioxidantes, a capacidade
antioxidante total (CAOT) foi medida espectrofotometricamente [22].
As concentragdes de acido ascorbico [23] e glutationa reduzida (GSH)
[24] foram determinadas utilizando-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A atividade eritrocitaria da superoxido dismutase
(SOD) foi avaliada através de kit (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA),
e as atividades eritrocitarias da catalase (CAT) [25] e da glutationa
peroxidase (GPx) [26] foram determinadas conforme descrito
previamente.
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2.6 Analise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade
dos dados. As variaveis foram apresentadas sob a forma de média e
desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil. Para verificar as
diferencgas na composi¢do quimica entre as duas doses de SM, utilizou-
se o teste T de Student. Para verificar as diferencas promovidas pelo
consumo de 300 mL e 150 mL de suco e os tempos analisados (baseline,
30 min e 60 min) sobre os desfechos intragrupo, foi aplicada a analise
de variancia para amostras dependentes (ANOVA one-way para
medidas repetidas) e o teste complementar de Bonferroni para as
variaveis com distribuicdo simétrica (direta ou apos transformacdo
logaritmica — GSH da dose de 150 mL). Para os valores que
permaneceram nao paramétricos apods a transformagao logaritmica (SOD
da dose de 150 mL), as variaveis foram comparadas pelo teste de
Friedman, seguidas pelo teste complementar de Wilcoxon com corre¢do
de Bonferroni (nivel de significancia ajustado para p < 0,033). Para
verificar as diferengas entre as doses de suco e os efeitos colaterais,
aplicou-se o teste T de Student. As analises estatisticas foram realizadas
com o software SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). O nivel de
significancia adotado foi inferior a 5% (p < 0,05).

3 Resultados

Nenhuma diferenga significativa na composi¢do quimica, no
contetido de polifendis e na capacidade antioxidante total do SM foi
observada nos dois dias de intervengdo (Tabela 1).

Participaram deste estudo, 6 pacientes submetidos a HD que
frequentavam a didlise trés vezes por semana, de 3 a 4 horas/sessao, com
membrana dialisadora de polisulfona. A idade média dos pacientes foi
de 49,3 £ 11,4 anos ¢ 88,3% dos pacientes eram homens (5 pacientes).
As principais etiologias da doenca renal crénica foram as seguintes:
diabetes (66,7%) e hipertensdo (33,4%). As comorbidades associadas
eram o diabetes (66,7%) e a hipertensdo (83,3%). As caracteristicas
clinicas dos participantes foram as seguintes: duracdo da dialise: 38,8 +
51,1 meses; IMC: 28,5 + 5,8 Kg/mz; creatinina: 1140,3 +234,2 umol/L;
Kt/V: 1,29 + 0,16; taxa de filtracdo glomerular: 4,33 + 1,21
mL/min/1,73% hematderito: 33,5 + 2,58 %; hemoglobina: 109 £ 9,6 g/L.
Todos os pacientes recebiam quelantes de fosforo, eritropoetina
intravenosa e estavam sendo tratados em regimes terapéuticos, incluindo
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drogas anti-hipertensivas e/ou anti-diabéticas. Apenas um paciente
(6,3%) fazia uso de suplemento de ferro por via oral.

Tabela 1 - Composicdo quimica do suco de maca dos dois dias de intervencao.

Variavel 300 mL 150 mL valor p
Matéria seca (%) 42,24+ 1,89 21,42 +0,51 0,416
Sélidos soluveis totais (°Brix) 42,39+2,43 21,01 +£1,38 0,660
pH 4,59 +0,19 4,49 £ 0,15 0,220
Acidez titulavel 6,12 + 1,86 4,74 £ 0,81 0,059

(g eq acido malico)
Fenolicos totais 129,72 + 48,0 75,60 £ 3,78 0,204

(mg eq acido galico)

Flavanois totais 13,98 + 0,81 7,56 £0,22 0,264
(mg eq catequina)

Antocianinas monoméricas totais (mg 1,41 + 15,54 0,50 + 0,06 0,099
eq cianidina-3-glicosideo)

Atividade antioxidante total (CEsg 18,06 + 8,71 17,40 + 3,17 0,833
mg/L)'

"Método DPPH; 2, 2-Difenil-1-picrildrazil; CES0; concentragéo eficiente do
extrato para inativar 50% do radical DPPH. As anélises foram conduzidas nos
dias de intervengdo. Valores apresentados como média + desvio padréo.

A tabela 2 apresenta os marcadores de estresse oxidativo e os
parametros bioquimicos antes e apos o consumo das duas doses de SM
da variedade Fuji. O consumo agudo de 300 mL de SM, aumentou
significativamente os valores de acido ascorbico (p = 0,001), acido trico
(p = 0,003), EOT (p = 0,048) ¢ as concentragdes de potassio (p = 0,004)
ao longo do tempo (Figura 11). A atividade eritrocitaria da enzima SOD
também aumentou significativamente (p = 0,015), 30 min apos o
consumo de 300 mL de SM (tabela 4). Os valores de CAOT, GPx e
CAT, e as concentragdes de glicose ndo se alteraram (tabela 2).
Entretanto, um aumento que exedeu os valores de referéncia para a
glicose, foi observado ao longo do tempo em 3 dos 4 pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) (material suplementar), apés o
consumo de 300 mL de SM. Apds o consumo de 150 mL de SM, os
niveis de IEO (p = 0,012) e &cido Urico aumentaram significativamente
(p <0,001) (Figura 4).

Nenhuma mudanca significativa nos habitos intestinais (nimero
mediano de defecagdes = 1,5, p = 0,357), nem outros efeitos
gastrointestinais adversos foram relatados (dados ndo mostrados).
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Tabela 2 - Marcadores de estresse oxidativo e pardmetros bioquimicos antes e
apods o consumo do suco de maga.

Variaval 300 mL SM 150 mL SM
Baseline  Apos 30min  Apés 60 mim  valorp Baseline Apos 30min  Apes 60mim  valorp
CAOT GmmolL) 045 (0,24) 044 (03) 0,44 (0,38 0,958 0,34 (0,09 0,330,070 031 0,6 0,394
EOT (mmolL) 0,25(0,17) 0,36 (0,26) 0,43 (0,31) 0,048 0,16 (0,07) 0,18 (0,04) 0,20 (0,04) 0,086
IEO 0,64 (0,51) 1,38(1,36) 1,43 (1,70) 0,190 0,52 (0,27) 0,57 (0,21) 0,67 (0,20) 0,012
Catalase 0,65(0,27) 0,96 (0,59) 0,73 (0,27) 0,305 1,5 (0,63) 2,06 (0,73) 1,8 (0,87) 0,224
(U/mg Hb)
SOD 121,8 136,0 1183 0015 152,5(23,3)  158,9 (43,0) 1292(20,6) 0,264
(U/mg Hb) (114,1;32,4) (128,8;59,3) (104,6;142,8)
GPx (U/mg Hb) 16,5 (12,1) 19,7(13,5) 14,1 (8,7 0,388 22,0(15,2) 21,0(11,5) 13,8 (4,22) 0,277+
GSH (umolgHb) 6,23 (2,71) 5,71 (1,87) 6.65(1.97) 0,595 1,85 (0,23) 1,97 (0,30) 1,90 (0,31) 0,389
AA (umolL) 99,5 (13,1)* 110,6(12,1) 117,5 (12,4)° 0,001 28,5 (15,0) 29,6 (14,3) 31,0(15,8) 0,385
Acido trico 109,9 (18,2)* 128,1(20,4)° 134,2 (20,5)° 0,003 135,0 (33,3)* 151,1 (33,9)° 157,6 (36,3)° <0,001
(umolL)
Potdssio (mmolL) 3,6 (0,23)° 3,71 (0,41) 4,11 (0,44) 0,004 4,0 (0,50) 3,91(0,38) 4,12 (0,31) 0,328
Glicose (mmolL) 5,95(1,35) 8,62 (3,68) 9,19 (4,84) 0,086 6,46 (1,45) 7,86 (2,85) 7,90 4,0) 0,268

Valores apresentados como média (desvio padrdao) (n=6). SM, suco de mac3;
CAOT, capacidade antioxidante total, EOT, estado oxidante total; IEO, indice
de estresse oxidativo; SOD, superoxido dismutase; GPx, glutationa peroxidase;
GSH, glutationa reduzida; AA, acido ascorbico. Valores de p obtidos

utilizando-se ANOVA-RM e teste de Bonferroni (p < 0,05). “Valores de p

obtidos utilizando-se ANOVA-RM e teste de Bonferroni apos transformagio

logaritmica (p < 0,05). "Valores de p obtidos utilizando-se teste de Friedman,

teste complementar de Wilcoxon com corregdo de Bonferroni (nivel de
significancia ajustado para p < 0,033). Valores com letras diferentes na linha
sdo significativamente diferentes (comparag@o entre os periodos baseline, 30 e

60 min para cada dose de SM).



127

Figura 3 - Aumento das concentragdes de acido ascorbico, acido urico e estado
oxidante total apos o consumo de 300 mL.
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Valores de p obtidos utilizando-se ANOVA-RM e teste de Bonferroni apos
transformacao logaritmica (*p < 0,05). Comparagdo entre os periodos baseline,
30 e 60 min.

4 Discussao

Demonstrou-se, pela primeira vez, que o consumo agudo de SM
foi tolerado por pacientes submetidos a HD e promoveu efeitos
moderadamente positivos, particularmente no estado antioxidante. Com
base em nossos achados, a dose de 300 mL de SM, aumentou os valores
plasmaticos de 4cido ascorbico (18%), 60 minutos apds o seu consumo.
Apesar da mag¢d ndo ser uma fonte dietética rica em acido ascorbico
[27], estes resultados estdio em acordo com estudo semelhante,
conduzido com individuos saudaveis [10]. Este achado pode ser
explicado, em parte, pela deficiéncia de acido ascorbico em pacientes
submetidos a HD [28], o que pode ter favorecido a sua absorg¢ao.
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Figura 4 - Aumento das concentragdes de indice de estresse oxidativo e acido
arico apds o consumo de 150 mL de suco de maga.
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IEO, indice de estresse oxidativo. Valores de p obtidos utilizando-se ANOVA-

RM e teste de Bonferroni apos transformagao logaritmica (*p < 0,05).
Comparacdo entre os periodos baseline, 30 e 60 min.

Foi demonstrado que os radicais livres gerados apos a didlise,
podem inativar as enzimas antioxidantes [29]. Entretanto, apesar dos
niveis elevados de oxidantes no plasma dos pacientes submetidos a HD,
como demostrado pelos valores de EOT (300 mL) e o IEO (150 mL),
ndo observou-se uma diminuicdo na atividade das enzimas
antioxidantes. Pelo contrario, foi achado um aumento significativo na
atividade da SOD 30 minutos apds o consumo de 300 mL de SM, o que
pode ter ocorrido devido a resposta compensatoria ao estado oxidante
elevado [20] e/ou ao conteudo de polifendis do SM [30]. Entretanto, um
efeito similar ndo foi visto para a atividade das enzimas catalase e GPx,
apos o consumo agudo de SM, e mais estudos devem esclarecer esses
achados.

O consumo agudo de SM, ndo alterou a concentracdo da CAOT
dos pacientes, apesar da concentracdo de acido urico ter se elevado
(apds o consumo de 300 mL). Apds o consumo de magd, comumente, a
CAOT pode ser afetada pelo aumento na concentragdo sérica de acido
arico, induzido via frutose, como descrito em individuos saudaveis
[10,12,31]. Tais diferengas podem ser explicadas pela dose do suco e
pela variedade de magd utilizada nos estudos [10,11,31]. Além disto,
neste estudo, o ndo aumento da CAOT também pode ser explicado, pelo
aumento do estresse oxidativo, como medido pelos valores do EOT.

Apo6s o consumo de 300 mL de SM, observou-se um aumento
significativo nos valores do EOT ao longo do tempo. Aumento nos
marcadores de estresse oxidativo foi relatado principalmente, durante a
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primeira hora de didlise [32], e em estudo conduzido com pacientes
submetidos a HD, mostrou que, uma tnica sessdo de dialise produz um
aumento no EOT [33]. Assim, sugere-se que o0s componentes
antioxidantes do SM, ndo foram efetivos em diminuir os valores do
EOT, apesar de estudos anteriores demonstrarem tais efeitos, com outras
frutas nesta populagao [5,6,34]. Nossos achados contrastam com estudos
prévios que demonstraram que o SM diminui os marcadores oxidativos
em voluntarios saudaveis [35]. Esta discrepancia pode ser explicada,
pelo elevado estresse oxidativo na populagdo submetida a HD, em
comparacdo aos individuos saudaveis [36]. Além disto, sugere-se que
ambas as doses de SM podem ter promovido um efeito pré-oxidante.
Alguns polifendis podem ter atividade pré-oxidante na presenga de
metais [37]. Em pacientes submetidos a HD, ions metalicos podem ser
originarios de eritrocitos lisados durante a passagem do sangue pelos
dialisadores e por contaminagdo do dialisado por agentes oxidantes,
como o cobre [37,38].

O consumo de SM ndo esta associado com o aumento da glicose
sérica em individuos saudaveis [39], entretanto, neste estudo, a ingestao
de 300 mL de SM, aumentou as concentragdes séricas de glicose em 3
dos 4 pacientes com T2DM (material suplementar), em um nivel que
excedeu os valores de referéncia para a glicose pds-prandial [40].
Assim, sugere-se que 0 seu consumo por pacientes submetidos & HD
com T2DM, deva ser visto com cautela.

Algumas limitagdes deste estudo devem ser consideradas. O
principal desafio enfrentado, foi a baixa adesdo a participagdo, que foi
associada ao tempo de espera apos a sessdo de dialise para a ingestdo do
suco e para a coleta das amostras de sangue. Por conta disto, também
ndo foi possivel fazer um grupo controle. O fato do consumo ter sido
agudo, também pode ser um fator limitante para alguns desfechos, como
a CAOT, que ¢ influenciada por mudangas prévias em outras variaveis,
como o acido Urico [41]. Adicionalmente, observou-se variabilidade nas
medidas inter e intra participantes. Por fim, o pequeno tamanho da
amostra e esta variabilidade sugerem cautela na interpretacdo dos
achados.

Apds o consumo de 300 mL de SM, os niveis séricos de potassio
aumentaram significativamente. Entretanto, ressalta-se que tal aumento,
ndo excedeu os valores de referéncia, estabelecidos para a populagdo em
HD [42]. Os pacientes sumetidos a HD sdo geralmente instruidos a
limitar o seu consumo de frutas, vegetais, nozes e legumes, devido as
preocupacdes com a elevacdo sérica desse mineral. Visto que estes
alimentos sdo fontes importantes de fibras, micronutrientes e
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antioxidantes, restricdes severas ndo sao recomendadas [43]. Portanto, é
importante que intervengdes envolvendo alimentos sejam conduzidas,
de forma a permitir a esses pacientes, o consumo de alimentos com
teores ndo elevados em potassio; como a maga, em porgdes controladas,
permitindo maior variedade de alimentos em sua dieta.

5 Conclusao

O consumo agudo de SM foi tolerado pelos pacientes submetidos
a HD, sendo que a dose de 300 mL foi capaz de melhorar o estado
antioxidante, através do aumento nas concentra¢cdes da enzima
antioxidante SOD e do acido ascorbico. Entretanto, outros estudos sdo
necessarios para melhor compreender o aumento nos marcadores de
estresse oxidativo (EOT e IEO) verificados apds a ingestdo aguda do
SM. Adicionalmente, o consumo de SM deve ser avaliado com cautela
para pacientes diabéticos submetidos a HD. Desta forma, este estudo
preliminar, fornece insights para que estudos de médio e longo prazo
explorem o papel do consumo de SM em pacientes submetidos & HD.
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Material Suplementar

Tabela 5 - Pardmetros bioquimicos individuais antes e apds 60 minutos do
consumo de 300 mL de suco de maga.

Paciente Acido urico (umol/L) Glicose (mmol/L) Potassio (mmol/L)
antes — depois antes — depois antes — depois
N 112,4-161,2 7,6-179 3,5-43
2" 125,5-136,8 49-6,2 38-4,6
3 127,9 - 142,8 73-99 39-45
4 1154 - 134,4 5,7-10,5 3,4-35
5 99,3 -132,0 4,0-49 3,7-4,1
6 79,1 -98,1 6,2-58 33-37

"Paciente com diabetes mellitus tipo 2. 'Feminino. Valores de referéncia: acido
Girico: 208,2-428,3 umol/L (homens), 154,7-356,9 umol/L (mulheres)'; glicose
pos-prandial <7,8 mmol/L*; potassio: < 5,5 mmol/L’. Referéncia: 'DESIDERI
et al. Is it time to revise the normal range of serum uric acid levels? European
Review for Medical and Pharmacological Sciences, v. 18, p. 1295-1306, 2014;
*International Diabetes Federation. Guideline for management of post-meal
glucose in diabetes, 2011; *National Kidney Foundation. Best practices in
managing hyperkalemia in chronic kidney disease, 2016.
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6.2 ARTIGO 2: CONSUMO DE MACA MELHORA O ESTADO
ANTIOXIDANTE EM PACIENTES SUBMETIDOS A
HEMODIALISE, SEM ALTERAR AS CONCENTRACOES SERICAS
DE POTASSIO.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo de
maca, da variedade Fuji, nos marcadores antioxidantes e oxidantes,
parametros bioquimicos e tolerdncia em pacientes submetidos a
hemodialise (HD). Nossa hipotese foi que o consumo de magad pudesse
melhorar o estado antioxidante e/ou reduzir os marcadores oxidativos
em pacientes submetidos a HD, sem aumentar as concentragdes séricas
de potassio. Neste ensaio clinico, tipo antes e depois, participaram 16
pacientes, que estavam em HD por periodo > 3 meses e sem qualquer
doenga aguda ou hipercalemia. Cada voluntario consumiu diariamente
duas unidades de maca (~360g), durante 7 dias. Amostras de sangue
foram coletadas nos peridos baseline e no 8° dia ap6és o consumo da
macd. Foram analisados os parametros antioxidantes (capacidade
antioxidante total (CAOT), acido ascorbico (AA), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
reduzida); os marcadores oxidativos (estado oxidante total (EOT) e
indice de estresse oxidativo (IEO)) e as concentragdes séricas de
parametros bioquimicos (potassio, foésforo, acido urico, glicose e
frutosamina). A fim de medir a tolerdncia ao consumo da maca, os
participantes foram questionados sobre a presenga de efeitos colaterais.
O consumo de macd aumentou a atividade das enzimas antioxidantes
GPx (p = 0,002) e SOD (p = 0,012); assim como as concentragdes de
AA (p = 0,001). As concentragdes de potassio, fosforo, acido trico,
glicose e frutosamina foram mantidos antes e apo6s a intervencdo.
Entretanto, houve diminuicao na atividade da enzima CAT (p = 0,007),
nos valores da CAOT (p = 0,001), nas concentragdes de EOT (p =
0,002) e IEO (p = 0,007). O consumo de mag¢d Fuji foi tolerado e
melhorou o estado antioxidante em pacientes submetidos a HD, sem
aumentar as concentragdes séricas de potassio.

Palavras-chave: hemodialise, maca, estado antioxidante, estresse
oxidativo, potassio.
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1 Introducio

O estresse oxidativo (EO) ocorre devido a producdo excessiva de
radicais-livres e/ou diminui¢cdo no sistema antioxidante e resulta em
alteragdes quimicas de moléculas, causando modificagdes funcionais e
estruturais (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). E sugerido que o
consumo de frutas ricas em antioxidantes, como vitaminas, minerais e
polifenois possam atenuar o EO e melhorar as defesas antioxidantes em
individuos saudaveis (DA SILVA, RUDKOWSKA, 2016).

O EO ¢ comumente associado a taxas elevadas de morbidade e
mortalidade em pacientes submetidos a hemodidlise (HD)
(MCDONALD et al., 2014). Estes sdo acometidos por deficiéncias em
micronutrientes, vitaminas e antioxidantes, podendo ser agravado pelo
baixo consumo de frutas e vegetais, considerando-se as restricdes
dietéticas impostas para controlar principalmente, as concentragdes
séricas de potassio (LUIS et al., 2016; ST-JULES et al., 2016). Isto
limita também, o consumo de antioxidantes (RAIMANN et al., 2013),
especialmente os polifendis, exarcebando o EO. Para pacientes
submetidos a HD, informagdes sobre os efeitos protetivos causados pela
eficacia antioxidante de alimentos ricos em polifendis sdo escassos
(SPORMANN et al., 2008; SHEMA-DIDI et al., 2012).

A macd é considerada uma fonte de nutrientes e compostos
polifendlicos. Efeitos antioxidantes do consumo de maca, foram
relatados em intervengdes com individuos saudaveis, resultando em
aumento nas defesas antioxidantes (MAYER et al., 2001; AVCI et al.,
2007; STRACKE et al., 2010) e diminuicdo nos marcadores de EO
(AVCI et al., 2007). A quantidade de maga utilizada nestes estudos,
variou de 1 unidade (~144g) a 1 kg (MAYER et al., 2001; AVCI et al.,
2007; STRACKE et al., 2010). Dentre os constituintes, a magd possui
polifendis e potassio (MANZOOR et al., 2012), sendo o seu efeito em
pacientes submetidos a HD desconhecido. Portanto, neste estudo,
investigou-se como o consumo de 2 unidades por dia, de magd da
variedade Fuji (Malus domestica Borkh), durante 7 dias, poderia afetar
os marcadores antioxidantes e oxidantes e os pardmetros bioquimicos,
em pacientes submetidos a HD. Nossa hipotese foi que o consumo de
mac¢d Fuji pudesse melhorar o estado antioxidante e/ou diminuir os
marcadores de EO em pacientes submetidos a HD, sem aumentar as
concentragdes séricas de potassio.
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2 Material e métodos
2.1 Macgas Fuji

As macds da variedade Fuji, foram obtidas dos campos
experimentais sazonais da estacio da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria ¢ Extensio Rural de Santa Catarina (EPAGRI), Sao
Joaquin/SC (latitude 28° 17' 39", longitude 49° 55' 56" ¢ altitude 1.415
m), colhidas no seu estagio de maturagao comercial na colheita de 2016.
Apoés a colheita, as macas foram armazenadas a 4,2 + 1,3 °C por dois
meses sob refrigeracdo (Bosch®, Séo Paulo, Brasil). Antes do consumo,
as frutas foram higienizadas com hipoclorito de sodio a 1% (DAI et al.,
2012) e embaladas em filme pléstico. Os participantes receberam as
magas durante os dias de dialise e as transportaram da clinica até suas
casas, em um cooler. Os mesmos foram instruidos a manterem as magas
armazenadas sob refrigeracdo até o momento do consumo e consumi-las
com casca e sem miolo.

2.2 Composicao quimica da maca

Os conteudos de matéria seca, solidos soluveis totais, pH e
acidez titulavel foram analisados, utilizando-se as metodologias
recomendas pela Association of Official Analytical Chemists
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2005).
As concentragdes de compostos fendlicos totais (SINGLETON, ROSSI,
1965), flavandis totais (ARNOUS, MARKIS, KEFALAS, 2002),
capacidade antioxidante total métodos DPPH (BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER, BERSET , 1995) ¢ FRAP (BENZIE, STRAIN, 1996) ¢
antocianinas monoméricas totais (GIUSTI, WROLSTAD, 2001) foram
analisadas utilizando-se as metodologias previamente descritas. Para a
analise das frutas, estas foram armazenadas no Laboratorio de Quimica
de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Santa Catarina, de maneira similar a descrita para os participantes.
Isto foi realizado com a finalidade de se evitar variagdo na composicao
quimica da mac¢a. As andlises foram conduzidas no laboratorio citado,
durante o periodo de intervengao, em triplicata.

2.3 Participantes

Os participantes foram recrutados em duas clinicas de dialise
localizadas na area metropolitana de Floriandpolis/SC, entre junho e
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julho de 2016. Os critérios de inclusdo foram: estar em hemodidlise por
periodo > 3 meses, ter idade > 20 anos e indice de massa corporal (IMC)
> 23 kg/m’. Foram excluidos os participantes alérgicos a magi, com
hipercalemia (> 6 mmol/L), com cancer ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, que passaram por transplante renal menos
de 6 meses antes do inicio do estudo, em uso de suplementos
nutricionais ou antioxidante antes de 30 dias do inicio do estudo e
pacientes que foram hospitalizados menos de 6 semanas antes do inicio
do estudo ou sofrendo de doenga aguda (Figura 1). O acesso venoso dos
pacientes foi obtido através de fistula arteriovenosa. Durante a
intervengdo, os procedimentos de dialise e o tipo de membrana foram
mantidos para todos os pacientes.

Vinte e cinco voluntarios foram elegiveis para participar do
estudo. Nove voluntarios foram excluidos por violarem o protocolo,
portanto, 16 voluntarios concluiram a intervengdo (Figura 1). Este
estudo recebeu aprovagio do Comité de FEtica de Pesquisa com
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo
37090614.6.0000.0118) e todos os participantes forneceram
consentimento por escrito.

2.4 Design do estudo

Neste ensaio clinico antes e depois, os participantes serviram
como seus proprios controles, i.e., todos os dados obtidos durante o
periodo de consumo de magd, foram comparados aos valores do
baseline. Durante o periodo de intervencdo (7 dias), cada participante
consumiu diariamente duas unidades de macé, da variedade Fuji (~360
g). Durante os dias de dialise, os voluntarios consumiram as magas apos
a sessdo, e, nos dias sem didlise, distribuidas ao longo do dia. As
amostras de sangue foram obtidas imediatamente antes do comecgo da
sessdo de didlise, nos seguintes periodos: baseline (antes do inicio da
intervencao) e no dia 8 (dia apos o ultimo dia de intervencao) (Figura 2).

A macad Fuji foi escolhida por ser uma fruta, com teores nao
elevados de potéssio, e por ser recomendada para pacientes submetidos
a HD pela National Kidney Foundation (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2010). Além disto, Santa Catarina ¢ lider nacional em
sua produgdo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2015), sendo a variedade Fuji uma das mais produzidas
(BITTENCOURT et al., 2011), proporcionando facil acesso a fruta. A
quantidade de duas unidades por dia, foi escolhida, considerando-se os
efeitos favoraveis em individuos saudaveis, previamente descritos
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(AVCI et al., 2007), e a recomendacdo a pacientes em HD, para que
consumam de 2 a 3 porgdes de frutas com teores ndo elevados de
potassio ao dia NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2010).

Apesar da magd ser uma fruta com teores nio elevados de
potassio, foi necessario controlar o comportamento sérico deste mineral,
com a inclusdo das duas unidades de macd. Portanto, duas coletas
adicionais de sangue nos dias 3 e 6, serviram para monitorar os niveis
deste mineral (material suplementar). Os voluntarios foram instruidos a
ndo alterarem seus habitos, incluindo a pratica de atividade fisica ¢ a
manterem o consumo de seus medicamentos. Foram orientados a evitar
a ingestdo de ma¢d ou derivado (i.e. suco de magd), além do
recomendado pelo estudo.

Figura 1 — Fluxo de participantes do estudo.

Rastreamento preliminar (n =60)

I I

Pacientes elegiveis Excluidos (n = 35)"

(n=25) IMC <23 kg/m? (n=15)

Tempo HD < 3 meses (n = 05)

Infecgdes agudas (n = 10)

Uso de suplemento nutricional (n = 05)

Exclusdo por violagdo do

Analisados (n=16) peotocalo (n=8)

Legenda:
IMC (Indice de Massa Corporal); HD (hemodialise)

" Excluidos por ndo atenderem os critérios de inclusdo

Os dados clinicos e bioquimicos foram obtidos dos prontudrios
médicos. A fim de medir a tolerancia e aderéncia ao consumo de maga,
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os participantes foram questionados por telefone, durante os 7 dias de
intervencdo, sobre a frequéncia do numero de evacuacdes, dores
abdominais, inchago abdominal, flatuléncia e sobre o aparecimento de
nausea e vomito.

Figura 2 - Representagao esquematica do protocolo experimental do estudo.

Legenda:

‘ Coleta de sangue
. Dia de dialise
@ Dia de fim de semana

Dia de ndo dialise

2.5 Amostras de sangue

As amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos
Vacutainer® (Sdo Paulo, Brasil) contendo EDTA, heparina ou sem
anticoagulante; a partir da fistula arteriovenosa. Plasma e soro foram
obtidos imediatamente por centrifuga¢do (3.000 rpm, 10 min,
temperatura ambiente) para a medigdo de acido ascorbico (AA), acido
urico, fosforo, glicose, frutosamina, potassio, capacidade antioxidante
total (CAOT) e estado oxidante total (EOT). Para quantificar as enzimas
antioxidantes, uma aliquota de sangue foi lisada. Para a analise de
glutationa reduzida (GSH), foi transferido sangue total-EDTA para tubo
Eppendorf contendo 100 pL de N-etilmaleimida 310 mM (NEM310;
Sigma-Aldrich) e misturado em vortice (GIUSTARINI et al., 2013).
Todas as amostras foram armazenadas imediatamente a -80 °C para
posteriormente serem analisadas em duplicata.
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2.6 Parametros bioquimicos

As concentragdes séricas de acido urico, fosforo, glicose e
frutosamina foram determinadas utilizando-se kits comerciais (Labtest”,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) em equipamento automatico Cobas
Miras Plus (Roche®, Basel, Switzerland). As concentragdes de potassio
sérico foram determinadas em equipamento automatico Dimension RXL
Max System (Siemens Healthcare Diagnostics Products GMBH",
Marburg, Germany).

2.7 Marcadores de estresse oxidativo

Os marcadores oxidativos, estado oxidante total (EOT) sérico
(EREL, 2005) foi medido como descrito previamente, assim como o
calculo do indice de estresse oxidativo (IEO) (AYCICEK, EREL, 2007).
A fim de quantificar os parametros antioxidantes, a capacidade
antioxidante total (CAOT) foi dosada espectrofotometricamente (EREL,
2004). As concentragdes de acido ascorbico no plasma (AA) (CHUNG
et al., 2001) e da glutationa reduzida (GSH) no sangue (GIUSTARINI et
al., 2013) foram determinadas utilizando-se cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) conforme descrito previamente. A atividade
eritrocitaria da superoxido dismutase (SOD) foi avaliada através de kit
(Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. A atividade eritrocitaria da catalase (CAT) foi determinada
espectrofotometricamente de acordo com o método descrito previamente
(JOHANSSON, BORG, 1988) e a atividade eritrocitaria da glutationa
peroxidase (GPx) foi determinada utilizando o método de taxa de
oxidagdao NADPH (WENDEL, 1981).

2.8 Analise estatistica

O teste Shapiro-Wilk foi aplicado para determinar a normalidade
dos dados. As variavéis continuas foram apresentadas como mediana e
intervalo interquartil e as variaveis categoricas foram apresentadas como
frequéncia absoluta. O teste de Wilcoxon para amostras pareadas foi
utilizado para testar as diferengas entre os valores dos desfechos nos
periodos baseline e no dia 8. O tamanho do efeito foi calculado,
utilizando-se a estatistica d de Cohen (COHEN, 1993), ajustada para uso
em medigdes repetidas e para a remogao de vieses de amostras pequenas
na estimativa do efeito padronizado. Os tamanhos do efeito foram
assumidos como triviais (<0,20), pequenos (entre 0,20 ¢ 0,49), médios
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(entre 0,50 e 0,79) ou grandes (> 0,80) (COHEN, 1993). As andlises
estatisticas foram conduziadas no software SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois). O nivel de significancia adotado foi inferior a 5% (p
< 0,05). O tamanho do efeito de Cohen's d foi calculado utilizando-se
calculadora de tamanho de efeito (http://www.cem.org/effect-size-
calculator).

3 Resultados
3.1 Caracteristicas do Participantes

Dezesseis pacientes submetidos a HD (54,4 = 11,5 anos; 10
homens; 14 com hipertensdo e 6 com diabetes mellitus tipo 2 - T2DM)
participaram deste estudo. Todos os participantes frequentavam a dialise
3 vezes por semana, de 3 a 4 horas/sessdo, com membrana dialisadora
de polisulfona. Além disso, todos os pacientes recebiam quelantes de
fosforo e eritropoetina intravenosa. Igualmente, 62,5%, 18,8% e 18,8%
dos pacientes eram tratados com medicamentos para hipertensdo,
diabetes e suplemento oral de ferro, respectivamente. As caracteristicas
clinicas dos pacientes estdo apresentadas na tabela 1.

3.2 Efeito do consumo de mac¢a nos marcadores de estresse oxidativo
e parametros bioquimicos

A tabela 2 mostra a composi¢cdo quimica da por¢do de magd
consumida pelos pacientes, incluindo a atividade antioxidante e o
contetido fendlico total. Em compragdo com outras magéds da variedade
Fuji cultivadas em Santa Catarina (VIEIRA, 2010) e no sul do pais
(VIEIRA et al., 2011), os participantes consumiram, por por¢ao, uma
quantidade menor de compostos fenolicos totais.

A tabela 3 mostra os marcadores de EO e os parametros
bioquimicos antes e depois da interven¢do. Em comparagdo com os
valores do periodo baseline, o consumo de magd aumentou
significativamente as atividades enzimaticas da GPx (p = 0,002;
tamanho do efeito grande, d = 0,94) e SOD (p = 0,012; tamanho do
efeito médio, d = 0,67) em 75% e 20,6% respectivamente. Além do
mais, as concentra¢cdes plasmaticas de AA duplicaram (p = 0,001,
tamanho do efeito grande, d = 1,07).

Por outro lado, a concentragcdo de GSH no sangue néo foi alterada
(d = -0,76) e uma redugdo significativa de 19,2% (p = 0,007; d = -0,74)
na atividade da CAT foi observada apds o consumo de mag¢d. Além
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disso, os valores séricos da CAOT diminuiram (15%; p = 0,001; d = -
0,40), enquanto os niveis de EOT e IEO aumentaram (p = 0,002; d =
0,80 e p=0,007; d = 0,85), respectivamente (tabela 3).

O consumo das duas unidades de magad ndo alterou de forma
significativa os niveis séricos de potassio (d = 0,14), fosforo (d = 0,07),
acido urico (d = 0,18), glicose (d = -0,05) e frutosamina (d = -0,04)
(tabela 3).

O consumo diario de duas unidades de magd foi tolerado, néo
havendo a presenca de efeitos colaterais. Nenhuma mudanga
significativa nos habitos intestinais, nem outros efeitos gastrointestinais
adversos foram relatados (dados ndo mostrados).

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes

Parametros Participantes (n = 16)
Idade (anos), média + DP 544+ 11,5
Sexo masculino, n (%) 10 (62,5)
Altura (m), média + DP 1,69 £ 0,1
Peso (kg), média + DP 81,9+ 123
IMC pré-intervengio (kg/m?), média + DP 28,6 £4,1
IMC pos-intervengao (kg/mz), média + DP 28,5+39
Etiologia da DRC, n (%)
Hipertensao 6 (37,5)
Rim policistico 5@31,2)
Diabetes 2(12,5)
Diabetes e hipertensio 3 (18,8)
Tempo de didlise (meses), média + DP 28,6 +31,4
Hipertensos, n (%) 14 (87,5)
Diabéticos, n (%) 6(37,5)
Kt/V, média + DP 1,26 + 0,15
Creatinina sérica (umol/L), média + DP 954,7 +282.9
Albumina sérica (g/dL), média = DP 4,0+0,3
Potassio sérico pré-intervengdo” (mmol/L), média = DP 1,48 £0,28
Fosforo sérico pré—intcrvcngio* (mmol/L), média + DP 1,94 + 0,42
Uréia sérica pré-dialise (mg/dL), média + DP 156,8 28,4
Uréia sérica pos-dialise (mg/dL), média + DP 49,9+ 14,3
Hematocrito (%), média + DP 354+37
Hemoglobina (g/L), média + DP 119+11,6

DP, desvio padrdo; IMC, indice de massa corporal; DRC, doenga renal cronica.
Coletado mensalmente pela clinica de dialise, antes do inicio da intervencgao.



145

Tabela 2 — Composi¢do quimica da por¢do de maca Fuji (360 g)
Componente Maga Fuji (360 g)

59,18 £2,30
Sélidos soluveis totais (°Brix) 52,16 + 1,94
pH 4,18+0,29

Matéria seca (%)

Acidez titulavel (mg EAA) 0,72 +£ 0,09
Fenolicos totais (mg EAA) 88,38 + 15,52
Flavanois totais (mg EAA) 14,76 £ 2,45
Antocianinas monoméricas totais 4,10 £ 1,69

(mg eq cianidina-3-glicosideo/100 mL)
FRAP (mg EAA)
DPPH (mg EAA)

168,77 + 20,56
58,28+ 10,51

FRAP, ensaio antioxidante de determinagdo do poder de reducdo do ion ferro;
EAA, equivalente de acido ascorbico; DPPH, ensaio antioxidante de captura do
radical livre DPPH (2, 2-difenil-1-picrildrazil). Analises conduzidas nos dias da
interveng@o. Dados expressos como média + desvio padrdo.

Tabela 3 — Marcadores de estresse oxidativo e parametros bioquimicos antes e
apos o consumo de magd Fuji.

Variavel Baseline Dia 8 P

CAOT (mmol/L) 0,71 (0,63-0,81) 0,60 (0,52-0,69) 0,001
EOT (mmol/L) 3,97 (2,23-4,34) 6,58 (4,93-8,00) 0,002
IEO 4,22 (3,2-6,9) 8,33 (7,7-13,9) 0,007
CAT (U/mg Hb) 596,9 (598,1-744,6) 482,0 (360,1-556,9) 0,007
SOD (U/mg Hb) 217,6 (195,5-240,9) 262,4 (227,9-289,0) 0,012
GPx (U/mg Hb) 14,0 (9,6-18,9) 24,5 (22,8-27,4) 0,002
GSH (umol/g Hb) 7,17 (6,5-7,5) 7,69 (6,2-8,6) 0,064
AA (umol/L) 0,49 (0,35-0,85) 1,18 (0,87-1,94) 0,001
Acido tirico (umol/L) 320,4 (265,3-380,1) 332,6 (298,3-398,8) 0,791
Fosforo (mmol/L) 1,95 (1,7-2,2) 2,01 (1,7-2,2) 0,461
Potassio (mmol/L) 5,18 (4,7-5,8) 5,22 (4,9-6,1) 0,141
Glicose (mmol/L) 7,17 (5,7-8,2) 6,9 (5,3-8,2) 0,406
Frutosamina (umol/L) 328,3 (275,5-370,5) 325,6 (286,0-373,0) 0,619

CAOT, capacidade antioxidante total; EOT, estado oxidante total; IEO, indice
de estresse oxidativo; CAT, catalase; SOD, superdxido dismutase; GPx,
glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida; AA, 4cido ascorbico. Valores
apresentados como mediana (intervalo interquartil) (n=16). Valores de p obtidos
utilizando-se teste de Wilcoxon (p < 0,05).
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4 Discussao

Neste estudo, demonstrou-se que o consumo diario de duas
unidades de mac¢a Fuji, durante 7 dias, melhorou a atividade eritrocitaria
das enzimas antioxidantes GPx ¢ SOD e as concentra¢des plasmaticas
de AA em pacientes submetidos a HD. Além disto, a intervengdo foi
tolerada pelos participantes e ndo alterou as concentragdes séricas de
potassio. Portanto, nossa hipotese de que o consumo de magd pudesse
melhorar o estado antioxidante em pacientes em HD, sem aumentar as
concentracdes séricas de potassio, foi sustentada. Até o momento, este ¢
o primeiro estudo, que avaliou os efeitos do consumo de magd da
variedade Fuji, nos marcadores de EO e nos parametros bioquimicos,
em pacientes submetidos a HD.

O aumento na atividade das enzimas SOD e GPx ap6s o consumo
de maga, pode ser associado, pelo menos em parte, aos polifendis desta
fruta. Estas enzimas, compartilham regulacdo transcripcional através do
sistema Keapl-Nrf2 (fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2-
Kelch-like ECH proteina 1) (BAIRD, DINKOVA-KOSTOVA, 2011), e
estudos indicam uma associagdo entre os polifenois, incluindo os da
maca, e a expressdo de enzimas antioxidantes, através da ativagdo de
Nrf2 em modelos animais (SOYALAN et al., 2011) e em linhagens
celulares (DENIS et al, 2013; NAKAYAMAA et al., 2015).
Entretanto, uma associagdo entre o aumento na atividade destas enzimas
antioxidantes com as espécides oxidantes, ndo pode ser desconsiderada.
Por outro lado, observou-se que o consumo de mag¢d, ndo aumentou a
atividade da CAT nos pacientes. O efeito foi médio e significativo, e
uma possivel explicagdo é que os polifenois da magd, ndo induziram a
expressdo do gene da CAT (SEPTEMBRE-MALATERRE et al., 2016).
Adicionalmente, o aumento das concentragdes do EOT observado, pode
ter influenciado esta enzima, ja que foi demonstrado que os radicais
livres gerados apos a dialise, podem diminuir a sua atividade (VARAN
etal., 2010).

Além das enzimas antioxidantes, os antioxidantes néo-
enzimaticos, como o AA, também atuam no sequestro das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (NOORI, 2012). Apesar da maga nio
ser uma fonte dietética rica em AA (SORIANO-MALDONADO et al.,
2014), observou-se que o consumo de magd aumentou
significativamente os niveis plasmaticos desta vitamina. Este achado ¢
particularmente importante, porque os pacientes submetidos a HD estdo
suscetiveis a deficiéncia de AA, por conta das restrigdes dietéticas,
desnutri¢do e/ou perdas durante o tratamento dialitico (SIROVER et al.,
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2015). Portanto, nossos achados corroboram com estudo prévio que
demonstrou que individuos com baixos niveis de AA, podem ter uma
absorcao favorecida (SIROVER et al., 2015).

Em estudos prévios, ap6és o consumo de magd, comumente, a
CAOT pode ser afetada pelo aumento nas concentragdes de acido urico
sérico, induzido via frutose, como descrito em individuos saudaveis
(AVCI et al., 2007; MAFFEI et al., 2007; STRACKE et al., 2010).
Neste estudo, observou-se que o consumo de maga, ndo aumentou 0s
valores séricos da CAOT nos pacientes submetidos a HD. Isto pode ser
explicado, em parte, pela ndo elevagdo nos niveis séricos de acido trico.
Somado a isto, 0 aumento nas concentragdes plasmaticas de AA, nao foi
suficiente para sustentar o aumento nas concentragdes séricas da CAOT,
visto que esses dois compostos antioxidantes sdo o0s maiores
contribuintes para sua formagdo (EREL, 2004).

Em contrapartida, observou-se que apos a intervengdo, os niveis
séricos de EOT e IEO aumentaram nos pacientes submetidos a HD. E
sugerido que estes pacientes tenham estresse oxidativo continuo e
sistémico (RYSZ et al., 2006), e que a hemodialise per se contribui para
isto. Estudos com outras frutas, como o roma (SHEMA-DIDI et al.,
2013), a uva (CASTILLA et al., 2006) e um mix de frutas vermelhas
(SPORMANN et al., 2008), demonstraram o efeito positivo dos
polifenodis, na diminuicdo de marcadores oxidativos em pacientes
submetidos a HD. A auséncia de efeito nestes marcadores, pode ser
explicada, em parte, pelo fato das duas unidades de macd Fuji
consumida, ndo ter fornecido uma quantidade suficiente de polifenois
para diminuir os marcadores oxidantes avaliados neste estudo (MAFFEI
etal., 2007).

Os pacientes submetidos a HD sdo geralmente instruidos a limitar
o consumo de frutas, vegetais, nozes e legumes, devido a elevacdo do
potassio sérico. Sendo estes alimentos fontes de fibras, micronutrientes e
antioxidantes, uma restricdo severa nio é recomendada (CUPPARI et
al., 2016). Apesar dos efeitos adversos da hipercalemia, ¢ a fim de se
evitar que restrigdes dietéticas afetem o estado nutricional dos pacientes
(CUPPARI et al., 2016), ¢ importante que intervengdes envolvendo
alimentos sejam conduzidas, de forma a permitir a esses pacientes, 0
consumo de alimentos com teores ndo elevados em potassio; como a
maga, em por¢des controladas, permitindo maior variedade de alimentos
em sua dieta. Além disto, sabe-se que o consumo de alimentos ¢
preferido ao consumo de suplementos de vitaminas, tanto para se evitar
efeitos colaterais, quanto para se aproveitar a sinergia entre os
fitoquimicos encontrados nos alimentos de origem vegetal (AVCI et al.,
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2007). Neste sentido, este estudo é promissor, especialmente porque o
consumo didrio de duas unidades de macgd Fuji, durante 7 dias, nao
aumentou a concentragdo sérica de potassio, numa populagido de
hemodialisados, sem hipercalemia. Isto pode ser explicado, pelo fato de
que os alimentos vegetais promovem uma maior distribuigdo desse
mineral intracelularmente, assim como, sua excrecao pelas fezes (ST-
JULES et al., 2016).

Em nosso estudo, 37,5% dos pacientes tinham T2DM,
corroborando com a prevaléncia de 24-51% descrita na literatura
(NARRES et al., 2016). Observou-se que a intervengdo com as magas,
ndo afetou os niveis séricos de glicose e frutosamina, indicando
portanto, que a intervengdo ndo teve efeito desfavoravel no controle
glicémico destes pacientes. Ao contrario, os polifenois da maca podem
melhorar a homeostase da glicose através de multiplos mecanismos de
acdo, como no intestino, figado, adipocitos musculares e células beta
pancreaticas (KIM, KEOGH, CLIFTON, 2016).

Apesar da novidade dos nossos achados, este estudo possui
limitagdes metodologicas, que incluem nado ter avaliado as
concentracdes plasmaticas de compostos fendlicos totais e a falta de um
grupo de controle. Estudos prévios observaram diferencas na
farmacocinética dos polifenéis (WRUSS et al., 2015), portanto, a
avaliagdo dos metabolitos fenolicos torna-se complexa e pode ser
afetada pela dosagem, tamanho do composto fendlico, dieta e pela
matriz alimentar (KIM, KEOGH, CLIFTON, 2016). Adicionalmente,
neste estudo, observou-se variabilidade nas medidas inter e intra
participantes. Esse conhecimento € crucial para se avaliar a eficacia da
intervencdo (ESGALHADO et al., 2015). Contudo, até o presente
momento, ndo ha estudos que tenham analisado a possivel variagdo
desses parametros nos diferentes dias de didlise (DAHWA et al., 2014).
Apesar do tamanho da amostra deste estudo ter sido pequena, e além da
variabilidade inter e intra paciente, o tamanho amostral foi adequado
para verificar parte de nossas premissas. O tamanho do efeito para o
aumento da atividade da GPx e das concentracdes de AA foi grande, e
médio para a atividade da SOD, ap6s 7 dias de interven¢do com a maga.
Isso indica que, para estes parametros, mesmo com o tamanho reduzido
da amostra, o estudo possuiu magnitude para demonstrar o efeito real e a
significdncia em aumentar estes marcadores antioxidantes.

Desta foma, conclui-se que o consumo diario de duas unidades de
macd da variedade Fuji, durante 7 dias, melhorou as defesas
antioxidantes enzimaticas (GPx e SOD) e ndo-enzimaticas (AA) em
pacientes submetidos a HD. Além disto, a intervengdo foi tolerada e néo
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foi observado aumento nas concentragdes séricas de potassio na amostra
selecionada.
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Material Suplementar

Tabela 1. Marcadores de estresse oxidativo e pardmetros bioquimicos ao longo
da interveng¢ao com a maga Fuji.

Variavel Baseline Dia 3 Dia 5 Dia 8 »
CAOT (mmol'L) 0,71 (0,63-0,81) 0,68 (0,59-0,76)° 0,66 (0,55-0,70) 0,60 (0,52-0,69)° <0,001
EOT (mmolL) 3,97 (2,234,34p 4,0 (2,58-5,59)° 7,00 (4,96-9,17) 6,58 (4,93-8,00¢ <0,001
IEO 422 (3,2-69¢ 4,80 (3,71-7,10) 9,90 (3,87-12,00)° 8,33 (7,7-13,9¢ 0,033
CAT (U/mg Hb) 596,9 (598,1- 626,8 (304,7-729,3) 398,50 (310,3-513,5)  482,0 (360,1-556,9) 0,021
744,6)
SOD (U/mg Hb) 217,6 (195,5- 205,2(164,2-242,1) 212,6 (142,5-261,9)  262,4 (227,9-289,0) 0,006
240,9)
GPx (Umg Hb) 14,0 (9.6-18,9¢ 13,2(8,9-21,7) 16,4 (13,3-21,3)° 24,5 (22,8-274r 0,006
GSH (umol/g Hb) 7.2 (6,5-1.5) 8,2 (4,9-9,0) 6,2(5,7-8,4) 7.69 (6.2-8.6) 0,576
AA (umolL) 0,49 (0,35-0,85) 1,64 (1,34-2,36)° 1,59 (1,24-2,08°) 1,18 (0,87-1,94) 0,002
Acido trico (umol/L) 3204 (265,3- 297,7 (248,3-353,9)° 354,8 (322,6-392,2F 332,6 (298,3- <0,001
380,1) 398,8)¢
Fésforo (mmol/L) 1,95(1,7-2,2) 1,95 (1,77-2,17) 1,91 (1,60-2,38) 2,01(1,72,2) <0,001
Potassio (mmol/L) 5,18 (4,7-5.8) 5,10 (4,65-5,40) 5,50 (4,40-5,80) 522(4.9-6,1) <0,001
Glicose (mmol/L) 7,17 (5,7-8.2) 6,27 (5,07-8,82) 5,7(5,08-8,27) 6,99 (5.3-8,2) 0,755
Frutosamina (umol/L) 328,3 (275.5- - - 325,6 (286,0-373,0) 0,617
370,5)

CAOT, capacidade antioxidante total; EOT, estado oxidante total; IEO, indice
de estresse oxidativo; SOD, superoxido dismutase; GPx, glutationa peroxidase;
GSH, glutationa reduzida; AA, acido ascorbico. Valores apresentados como
mediana (intervalo interquartil) (n=16). Valores de p obtidos utilizando-se teste
de Wilcoxon (p < 0,05).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese, foi a primeira a investigar, os efeitos do consumo de
maca Fuji, ofertados na forma de suco e in natura, nos marcadores de
estresse oxidativo e nos pardmetros bioquimicos em pacientes
submetidos a hemodialise.

Embora este estudo seja promissor para a populagdo dialisada,
possuiu limitagdes que impactaram nos achados. O principal desafio
enfrentado, foi a baixa adesdo a particpac¢do nos dois ensaios do estudo.
Em especial no ensaio I, esta baixa adesdo, foi associada ao tempo de
espera ap6s a sessdo de dialise para a ingestdo do suco e a coleta de
sangue. Foi dificil manter os pacientes na clinica, por um periodo
superior a 1 hora, porque a grande maioria dos pacientes dependia de
transporte municipal para retornar aos seus lares. A recusa de uma das
duas maiores clinicas de dialise da grande Floriandpolis em participar
do estudo, contribuiu fortemente para o menor indice de recrutamento.
Estes dois fatores impossibilitaram a formagéao do grupo controle.

Outro fator de forte impacto em nossos achados foi a
variabilidade inter e intra participantes. Este fato pode ter tido uma
relacdo direta com os resultados das intervengdes propostas, tanto no
ensaio I, quanto no II. Além disto, um tamanho maior de amostra,
talvez, pudesse minimizar o impacto desta variabilidade nos resultados.

Outra razdo que pode ter afetado nossos achados, especialmente
nos marcadores oxidativos, foi o alimento utilizado no estudo. A mac§,
comparada as frutas vermelhas, por exemplo, apresenta um menor teor
de compostos polifenolicos. Entretanto, ¢ uma fruta cultivada em nosso
estado e de facil acesso a populagdo, o que poderia contribuir para a
viabilizagdo de seu consumo futuro pela populagdo estudada. Além
disto, ¢ uma fruta com teores ndo elevados em potassio.

Desta forma, nossa hipotese de que o consumo de magd da
variedade Fuji, na forma de suco ou in natura diminuiriam os
marcadores de estressse oxidativo em pacientes submetidos a
hemodialise, sem comprometer as concentragdes séricas de potassio, foi
parcialmente sustentada. No ensaio I deste estudo, o consumo agudo de
300 mL de suco de magd, melhorou o estado antioxidante (superoxido
dismutase e acido ascorbico). No ensaio I, o consumo didrio de duas
unidades de maca, durante 7 dias, aumentou as defesas antioxidantes
enzimaticas (glutationa peroxidase e superoxido dismutase) e ndo-
enzimaticas (acido ascorbico), em pacientes submetidos a hemodialise.

Um achado importante do nosso estudo foi a tolerancia ao
consumo do suco e da fruta in natura pela populacdo estudada. Muitos
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pacientes submetidos a hemodialise apresentam nausea, vOmito, dor
estomacal e constipag@o. Desta forma, a nossa interveng@o nio causou e
nem exacerbou nenhuma destas ou outras possiveis complicacdes
relacionadas ao funcionamento do sistema gastrointestinal.

Uma das grandes preocupagdes quando se aborda a tematica
alimentacdo em hemodialise, ¢ o controle sérico do mineral potéssio.
Apesar de ambas intervenc¢des ndo extrapolarem os valores de referéncia
para este mineral, na populagdo submetida a hemodialise, o consumo da
mac¢d demonstrou menor alteragdo nas concentragdes séricas de potassio
quando comparada a ingestdo do suco. Além disto, o consumo de maga
melhorou, especialmente, o estado antioxidante dos pacientes
submetidos a hemodialise, sem diminuir os marcadores oxidantes.

Desta forma, para pacientes submetidos a hemodidlise, sem
hipercalemia, pode-se sugerir o consumo de 2 unidades de maga Fuji ao
dia. Desde que este consumo, faga parte de uma estratégia nutricional
que permita a ingestdo de 2 a 3 porgdes de frutas pobre em potassio.
Desta forma, este estudo, forneceu insights para que estudos de médio e
longo prazo explorem o papel do consumo de macd em pacientes
submetidos a hemodialise.
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APENDICE A: Orientacdes dietéticas para os pacientes niio
diabéticos

Prezado Sr{a). e e P e 2

O (2) senhor{a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa de doutorade
intitulada “Efeito do mrs.m Iln SUCo & da mag3 in noturs nos marcadores de estresse
i ) e nas de in e fosforo: estudo de intervencio em pessoas
submetidas a hemedidlise”, que fara avaliagdo dos marcadores do estresse oxidativo no sangue.

A importincia desta pesquisa estd relacionada a algumas substincias quimicas que estio
presentes na maga e podem proteger as pessoas em hemodialise dos danos gerados ne
organismo pelo estresse oxidative. O estresse oxidative € um desequilibrio entre a produgao de
espécies reativas de oxigénio [lad]ﬂls livres) e o seu sequestro pelos antioxidantas {substincias

duzidas pelo i ou il idas por meio da alimentagdo). Assim, com a diminuig3o do
estrﬁse oxidativo, espera-se uma redugdo da possibilidade de danos ao organismo e,
Consequentements, uma maior protegdo 3 sadde da pessoa em hemodidlise.

Solicitamos ao participante, MAD CONSUMIR MAS 48 HORAS que ANTECEDEM a
realizagdo da pesquisa, os seguintes alimentos listados a seguir. Esta restricio alimentar sera
momentanea e ira ser realizada somente para a partidpagao neste estudo.

Chocolate e produtos que o o h;

Chas [verde, preto, mate, branco, vermelho e produtos que os contenham)
Produtos 3 basa de enva-mate

Café

Bebidas alcodlicas

Frutas oleaginosas (ameéndoa, nozes, castanha do pard, castanha de caju, aveld,
macadamia, amendoim, pistache)

Sementes [girassol, abdbora, gergelim, linhaga, chia)

[s] tipo de frutas in noturo, desidratadas, sucos ou produtos que 35 oo 1

Vegetais frescos, sucos ou produtos que os contenham

E IMPORTANTE O SR{A). RESPEITAR ESTA SOLICITACAQ, pois isto ird evitar 2
interferéncia destes alimentos (ou preparagbes utilizando os mesmos) nos resultados deste
estudo.

Solicitamos que naoc sejam feitas outras modificagbes, além das citadas em sua
alimentagio. Mantenha seu estilo de vida habitual e atual {por exemplo, se pratica exercicios
fisicos, pode manter este habito, sem aumentar ou diminuir o tempo e a frequéncia).

Mestas 48h que antecedem o estudo o Sr{a). podera se alimentar com os exemplos
citados na sequéncia neste folder.

Agradecemos a sua colaborag3o! Muito cbrigadal
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O[A) SR{A). IRA REALIZAR ESTA ORIENTACAD A PARTIR DA DATA: cvoveeucevereesessmmsemresrnns

Sugesthes de alimentos PERMITIDOS:

CAFE DA MANHA & LANCHE DA TARDE

Po de trigo P30 de fatia P30 sirio

PSo de centeio
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ALMOGO & IANTAR

Arroz brance cozide Batata cozida Alpim cozido

Ovo cozido Frango Carne bovina

<«Qu>
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APENDICE B: Orientacdes dietéticas para os pacientes diabéticos

Prezado Sr{a). RO S S S PRI L -

0 (a) senhor{a) esta sendo convidado 2 pan:icipar de uma pesquisa de doutorade
intitulada “Efeito do consumo dn suco e da maga in noturg nos marcadores de estresse
i 18 Mas % de i e fésforo: estudo de intervencio em pessoas

submetidas 3 hemodidlise”, que fars avaliagio dos marcadores do estresse oxidativo no sangue.

A importdncia desta pesquisa esta relacionada a algumas substancias quimicas que estio
presentes na maga e podem prntagu' as pesspas em hemodidlise dos danos gerados no

0 pelo il .0 oxidative & um desequilibrio entre a produgdo de
espécies reativas de nmgenlo [ﬁr.liﬁns livres) e o seu sequestro pelos antioxidantes (substancias
duzidas pelo ou i i por meio da alimentagdo). Assim, com a diminuigdo do

estruse oxidativo, espera-se uma reducdo da possibilidade de danos a0 organismo e,
consequentements, uma maior protecao a saude da pessoa em hemodialise.

Solicitamos a0 participante, NAO CONSUMIR NAS 48 HORAS gue ANTECEDEM a
realizagio da pesquisa, o5 seguintes alimentos listados a seguir. Esta restrigSo alimentar serd
momentanea e ira ser realizada somente para a participag3o neste estudo.

Chocolate e produtos que o o i

Chas (verde, preto, mate, branco, vermelho e produtos que os contenham)

Produtos & base de erva-mate

Café

Bebidas alcodlicas

Frutas oleaginosas (améndoa, nozes, castanha do pard, castanha de caju, aveld,
macadamia, amendoim, pistache)

Sementes [girassol, abobora, gergelim, linhaga, chia)

a tipo de frutas in noture, desidratadas, sucos ou produtos gue as oo 1

Vegetais frescos, sucos ou produtos que os conternham

E IMPORTANTE O SR{A). RESPEITAR ESTA SOLICITACRO, pois isto ird evitar a
interferéncia destes afimentos (ou preparagoes utilizando os mesmos) nos resultades deste
estudo.

Solicitamos que ndo sejam feitas outras modificagdes, além das citadas em sua
alimentagao. Mantenha seu estilo de vida habitual e atual {por exemplo, se pratica exercicios

fisicos, pode manter este habito, sem ou inuir o tempo e a frequéncia).

Mestas 48h que amtecedem o estudo o Sr{a). poderd se alimentar com os exemplos
citados na sequéncia neste folder.

Agradecemos a sua colaboragdo! Muito cbrigada!
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O[A} SR{A). IRA REALIZAR ESTA ORIENTACAD A PARTIR DA DATA? «vveueceveremsssmmsemreers

(0u>

P30 de trigo P30 de fatia P30 sirio

(OU)
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ALMOGO & JANTAR

«Qu>

Arroz branco cozido Batata cozida Aipim cozido

«Qu>

'@m
¢
)

Owo cozido Frango Carne bovina

+0u>

Peixe
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APENDICE C: Orientacdes para o consumo das magas

INSTRUCOES PARA CONSUMO DAS MACAS — Andréia: (XX) XXXX-XXXX

1. Aochegar emcasa, colocarossacos com asmaciis na gaveta da geladeira. NAO
DEIXAR AS MACAS EM TEMPERATURA AMBIENTE.

2. Nio & nacassario lavar as magds antes da comé-las. Basta tirar o filme pldstico quaas
envolva.

3. COMER AS MACAS COM CASCA. SEMPRE APOS A DIALISE. Nio triturar,
amassar ou liquidificar as magds.

4. Antes ds comera magd, ratirar o miolo com as sementas 2 o cabinho. Paraisso, utilize
o ramovador de miolo que lhe foi entragua.

Removedor de miolo

COMO RETIRAR O MIOLO DA MACA?

Ratira o filme pldstico damaga.

Apoiea a fruta numa superficia firme.

3. Insira o removador da miolo 2 vd girando o removadoraté sentir que el2 ancostouno
fundo damaga.

4. Puxaroremovador.

0 -

5. Vocéird observar qua o miolo com as sementas 2 o cabinho da maga ficard prasono
removador.
6. Jogar no lixo esseamiolo 2 comer amagd.
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APENDICE D: Formulario para coleta de dados (Ensaio I)

Identificacdo

Data do preenchimento: ..................... N° identificagdo na pesquisa:
Nome:.......cceeueneee. Sexo:.......... Data de nascimento: ....................
Telefone: ............... E-mail.................. Endereco:.......ccooeevviennnn.

Grau de escolaridade: () Fundamental incompleto (1°grau incompleto),
() Fundamental completo (1°grau completo), ( ) Médio incompleto
(2°grau incompleto), () Médio completo (2°grau completo), ( )
Superior  incompleto,  ( ) Superior  completo, ()
Especializagao/mestrado/doutorado

Estado civil: ( ) Casado ou com companheiro, ( ) Solteiro ou sem

companheiro, () Separado, () Viavo

Comorbidades: Farmacos utilizados:
Suplementos utilizados: Quelante de fésforo: () Sim ()
Nao Qual? .............

Usa ferro IV: () Sim () Nao Qual? ...........
Usa suplemento de Vitamina D: (') Sim () Nao

Causa da doenga renal: Data de inicio da
hemodialise:

Tempo da sessdo de HD: .............. Tipo de membrana: ...........ccceuevueennenn.
qtas VEZes Ie-USa: .....ceevvereverreennenn Usa cateter: () Sim () Nao

Avaliacao Subjetiva

Qual a frequéncia semanal dos sintomas abaixo apds a ingestdo dos

Sucos:
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300mL DATA:

150mLDATA:

Constipacdo

Flatuléncia

Nausea

Enjoo

Vomito

Diarreia

Avaliacio Antropométrica

Antes HD

Apdés HD

300mL DATA:

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (kg/m’)

Classificagdo

150mL DATA:

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (kg/m’)

Classificagdo

Exames bioquimicos:

Exames

Valor Parametro laboratorial

Data da
coleta

300 mL suco
Fosfatase alcalina
PTH
Creatinina
Uréia pré
Uréia pos
TFG

[ndice Kt/V
Linfécitos
Hematocrito
Hemoglobina
Albumina

150 mL suco
Fosfatase alcalina
PTH

Creatinina

Uréia pré
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Exames

Valor

Parametro laboratorial

Data da
coleta

Uréia pos
TFG

indice Kt/V
Linfécitos
Hematocrito
Hemoglobina
Albumina




214

APENDICE E: Formulario para coleta de dados (Ensaio II)

Identificacdo

Data do preenchimento: ..................... N° identificagdo na pesquisa:
Nome:.......cceeeueenee. Sexo:.......... Data de nascimento: ....................
Telefone: ............... E-mail.................. Enderego:.......ccoveevieennnnnn.

Grau de escolaridade: () Fundamental incompleto (1°grau incompleto),
() Fundamental completo (1°grau completo), ( ) Médio incompleto
(2°grau incompleto), () Médio completo (2°grau completo), ()
Superior  incompleto,  ( ) Superior  completo, ()
Especializagao/mestrado/doutorado

Estado civil: ( ) Casado ou com companheiro, ( ) Solteiro ou sem

companheiro, () Separado, () Viavo

Comorbidades: Farmacos utilizados:
Suplementos utilizados: Quelante de fésforo: () Sim ()
Nao Qual? .............

Usa ferro IV: () Sim () Nao Qual? ...........
Usa suplemento de Vitamina D: (') Sim () Nao

Causa da doenga renal: Data de inicio da
hemodialise:

Tempo da sessdo de HD: .............. Tipo de membrana: ...........ccoceuevueenenn.
qtas VEZes Ie-USa: .....ceevveerverreennen Usa cateter: ( ) Sim () Nao

Avaliacao Subjetiva

Qual a frequéncia diaria dos sintomas abaixo:



215

Dia 2 3 4 5 6 7
Constipacado
Flatuléncia
Nausea
Enjoo
Vomito
Diarreia
Avaliaciao Antropométrica
BASAL DATA: FINAL DATA:
Peso (kg) Peso (kg)
Altura (m) Altura (m)
IMC (kg/m") IMC (kg/m)
Exames bioquimicos:
Exames Valor Parametro Data da
laboratorial coleta

Fosfatase alcalina
PTH
Creatinina
Uréia pré
Uréia pos
TFG

indice Kt/V
Linfocitos
Hematocrito
Hemoglobina
Albumina
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APENDICE F: Registro alimentar

Registro Alimentar — Data: .............ccccouuen....

Dia de dialise () dia de ndo dialise () dia de final de semana ()
NOIME: ..o

Alteracdo de apetite recente: ( ) sim ( ) nao ()T () | Por que?

Intolerancia alimentar...............cceeueneee Nao gosta de algum
alimento.....................

Preferéncia ........ccoveeveeiieiieiiiieceeeceee

Quem prepara as refeicdes — durante a semana ................. finais de
SEMAaNa ..................

Onde costuma fazer as refei¢des — durante a semana ......... finais de
SEMANA ....vevvreernennene

Com que frequéncia consome os seguintes alimentos:

Frequéncia Diario 3x/se 2x/se 1x/se 15/15 1x/mé
(especific m m m dias S
ar)
Refrigerante

Balas (coco, etc)
Cha, chimarrdo
Chocolate e seus
derivados
Bolacha
recheada

Frutas em geral
Sucos de frutas
Amendoim e
seus derivados
Castanha, nozes
Peixes

Azeite de oliva
Pinhdo

Feijoada
Bolos/tortas
(especificar)
Frituras

Bebidas
alcoolicas
(especificar)
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Quais frutas costumava comer antes do estudo? ...........cccceeeveeeeiieiieennnn,

Quantas/dia? ..............

Quais frutas costuma comer agora, durante a realizagdo desse estudo?

Quantas/dia? ..............

Dia Alimentar

Horario/Refei¢ao/
Local

Preparacio

Alimento

Medida
Caseira
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APENDICE G: Resultados dos registros alimentares

Diferengas na ingestdo dos nutrientes entre os dias com hemodialise, sem
hemodialise e dia de final de semana do ensaio II.

Dia sem Hemodiilise Dia com Hemodidlise Dia de Final de Semana r
Varidvel Média = DP Média= DP Média= DP
Energia (kcal) 1691,7+ 5289 19509 = 1017.5 1630.4 = 860,1 0,205
Proteina (g) 769= 355 92,7 437 = 32,6 0,098

CHO(g) 2153 69,7 2940 2163 = 186.3 0,608*
Lipideos (g) 58,1+ 221 623 = 36,1 : 0.610
Fibra (g) 126+ 5,6 16,32 9.2 0,038
Sédio (mg) 2322,0+ 909,3 2365,7* = 2163.3 0,009*
Vitamina A (mcg) 440,8 = 405.9 4246 3939 0,763*
Vitamina D (mcg) 22+ 12 22+ 1,68 0,867*
Ferro (mg) 83+ 39 11,1 7,6 0.152
Potdssio (mg) 1654,0= 5174 22024 = 14133 0,020
Magnésio (mg) 179,20+ 523 275,3b= 1503 0,003
Trans (g) 4,1*x 25 0,48 0,57 <0,001
Saturada (g) 17,1 7.8 185% 12,5 0.819
Monoinsaturada (g) 189+ 86 176= 119 0,500
Cilcio (mg) 3979+ 1128 4905 = 3875 0.303*
Selénio (mcg) 59,00 385 1112b+ 772 0,037
Vitamina C (mg) 329+ 26,1 48,5 58,0 0,078
Vitamina E (mg) 60=x 5.5 11,1+ 11,8 0,086*
Vitamina B12 (mcg) 32+ 44 35+ 33 0,867**
Fésforo (mg) 7863 % 305.4 11775+ 7979 0,033*
Zinco (mg) 77+ 42 98 6,2 0.345
Agiicar total (g) 203 = 18,0 269== 351 b g 0,557
Colesterol (mg) 2548+ 185,0 2858 1519 2685+ 2185 0.898
Poli-insaturadas (g) 11,555 146 9.6 97= 46 0,063

"Variaveis log-transformadas; = Teste de Kruskall-Wallis; valor de p obtidos
utilizando ANOVA-RM e teste complementar de Bonferroni (p < 0,05).
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APENDICE H - Nota de imprensa (Press release)

Os rins s3o 6rgdos fundamentais para a manutencao do equilibrio
corporal e dentre suas fungdes, destaca-se a regulacdo do balango de
minerais ¢ agua, a excre¢do de produtos toxicos do metabolismo e a
secre¢do de hormonios. A doenca renal crénica consiste em perda
progressiva e irreversivel das fungdes dos rins. Nos estdgios mais
avancados da doenca, a sobrevivéncia desses pacientes esta
condicionada a utilizagdo de terapia renal substituta. Dentre estas, a
hemodialise é a mais comum ¢ consiste num procedimento através do
qual uma maquina limpa e filtra o sangue, ou seja, faz o trabalho que o
rim ndo pode fazer. E mesmo com o procedimento de hemodialise, é
recomendado o controle e/ou diminui¢do dos alimentos ricos em
potassio. Com isto, a ingestdo de antioxidantes por meio da dieta pode
ficar comprometida.

Apesar da hemodidlise melhorar a qualidade de vida dos
pacientes, ocorre aumento no estresse oxidativo, que é como se
denomina a situagdo de excesso de produgdo de radicais livres em
comparacdo com o sistema protetor das células, os antioxidantes. Os
mecanismos de aumento do estresse oxidativo nestes pacientes sdo
multifatoriais e incluem: a doenga renal per se, limita¢cdes dietéticas na
ingestdo de antioxidantes, perda de antioxidantes durante a didlise, o
estado de uremia e a interagdo entre o sangue ¢ a membrana de dialise.

A maca possui antioxidantes e teores ndo elevados de potéssio,
cujo efeito no estresse oxidativo em pacientes submetidos a
hemodialise, ainda ndo havia sido avaliado.

Assim, a nutricionista e doutoranda Andréia G. Giaretta, do
Programa de Pos-Graduagdo em Nutrigdo da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob a orientagdo da professora Dr*. Elisabeth Wazlawik
realizou um estudo para investigar se o consumo de mac¢a da variedade
Fuji na forma de suco e in natura ajudaria a melhorar as defesas
antioxidantes nesses pacientes, sem afetar as concentragdes de potassio
no sangue. O estudo foi realizado entre 2015 e 2016, com pacientes
adultos que realizavam hemodialise 3x/semana e que ndo tinham
concentracdes aumentadas de potassio no sangue. Na primeira parte do
estudo (ensaio I), os participantes consumiram 300 e 150 mL de suco de
maga Fuji em dois dias diferentes, de forma unica (consumo agudo). Na
segunda etapa do estudo (ensaio II), os voluntarios ingeriam diariamente
2 unidades de maga Fuji (~360 g), por um periodo de 7 dias.
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Os resultados mostraram que o consumo do suco ¢ da maga teve
boa tolerdncia pelos pacientes, ndo ocasionando constipagdo, nausea,
enjoo, vomito e diarréia. Além disto, a interven¢do com a maga ou o seu
suco ndo excedeu os valores de referéncia para o mineral potassio para a
populagdo submetida a hemodialise. Além disto, o consumo de maga
melhorou, especialmente, o estado antioxidante dos pacientes
submetidos a hemodialise. Desta forma, para pacientes submetidos a
hemodialise, sem hipercalemia (que ndo apresentam valores elevados de
potassio no sangue), pode-se sugerir o consumo de 2 unidades de maga
Fuji ao dia. Desde que este consumo, faca parte de uma estratégia
nutricional que permita a ingestdo de 2 a 3 porgdes de frutas pobre em
potassio.

Maiores informacdes: Professsora Dr”. Elisabeth Wazlawik
(e.wazlawik@ufsc.br)
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ANEXO A: Termo de Consentimento

") UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA - UDESC

Q ) GABINETE DO REITOR
UDES C SOMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS - CEPSH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) senhor(a) estda sendo convidado a participar de uma
pesquisa de doutorado intitulada “Determinacio do estresse oxidativo
apos o consumo de maca em pacientes submetidos a hemodialise”,
que fara avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo no sangue ¢ do
estado nutricional, assim como entrevista, tendo como objetivo geral
avaliar os marcadores de estresse oxidativo antes e apos a intervengao
com mag¢d da variedade Fuji em pessoas submetidas a hemodialise e
objetivos especificos: verificar o efeito da ingestdo de suco de maca e da
maca in natura em marcadores de estresse oxidativo; determinar a
capacidade antioxidante total no soro por meio do FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Potential); verificar o sistema antioxidante ndo-
enzimatico (vitamina C, &cido urico, glutationa total, reduzida e
oxidada) no sangue; determinar a atividade das enzimas antioxidantes
(superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) nos eritrocitos;
determinar o nivel de malondialdeido e proteinas carboniladas no
sangue; avaliar o nivel de hidroperoxidos lipidicos e proteina C reativa
no soro; avaliar o dano ao DNA no sangue pelo teste Cometa;
determinar os niveis de fosforo, glicose e potassio séricos; avaliar o
consumo alimentar, por meio de registro de trés dias; verificar os efeitos
colaterais (constipacdo, flatuléncia, ndusea, enjoo, vOmito e diarreia)
decorrentes do consumo da maga; classificar o estado nutricional por
meio da porcentagem de massa de gordura, circunferéncia muscular do
brago, forga do aperto da mdo, angulo de fase, analise vetorial da
bioimpedancia elétrica, albumina sérica e linfocitos totais; verificar o
risco e estado nutricional através de métodos compostos (avaliagdo
subjetiva global, do rastreamento de risco nutricional 2002 e do escore
de desnutrigdo-inflamag@o). Serdo previamente marcados a data e
horario para a coleta de sangue e avaliacdo do estado nutricional,
utilizando entrevista (questionario de caracterizacdo, frequéncia
alimentar e indicadores compostos do estado nutricional), equipamentos
(balanga, estadidmetro, fita métrica inelastica, dinamometro,
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bioimpedancia elétrica e plicometro) e coleta de sangue (seringa e
agulha). A coleta de sangue e a avaliagdo do estado nutricional serdo
realizados na Clinica AparVida (Sdo José¢/SC). Nao ¢ obrigatdrio
participar de todas as atividades, responder a todas as perguntas,
submeter-se a todas as medic¢des e coleta de sangue.

Os riscos decorrentes da ingestdo do suco e da magd in natura
podem ser médio e envolvem: flatuléncia (gases), constipagdo, diarreia,
nausea, vomito ou outro tipo de intolerdncia ao consumo do suco ou da
fruta. Se vocé for alérgico ou intolerante & maga ou suco de magd NAO
aceite participar do estudo. Além disto, pode ocorrer aumento nas
concentracdes de fosforo e potassio no sangue. A avaliagdo do estado
nutricional podera causar desconforto fisico e emocional médio
decorrente da exposicdo de partes do corpo para a avaliacdo, assim
como as partes expostas poderdo ser tocadas por outras pessoas para a
medi¢do. No que diz respeito a coleta de sangue, pode existir
desconforto médio decorrente da entrada da agulha e retirada do sangue,
bem como o aparecimento de hematomas ou hemorragias apds o
procedimento. Entretanto, para reduzir tal desconforto, as coletas de
sangue serdo realizadas por profissionais qualificados e com
procedimentos adequados a coleta. Todos os materiais utilizados para
coleta de sangue serdo descartaveis. A sua identidade sera preservada,
pois cada individuo sera identificado por um nimero. A participacdo no
preenchimento do questiondrio podera causar baixo desconforto fisico e
emocional decorrentes da exposi¢do de informagdes pessoais dos
participantes. Para minimizar tal desconforto, o pesquisador ira orientar
o0 participante a ndo responder as perguntas nas quais ele nao se sinta a
vontade ou confortavel.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo estio
relacionados a algumas substancias quimicas que estdo presentes na
maca e podem proteger as pessoas em hemodialise dos danos gerados no
organismo pelo estresse oxidativo. O estresse oxidativo ¢ um
desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (radicais
livres) e o seu sequestro pelos antioxidantes (substancias produzidas
pelo organismo ou ingeridas por meio da alimenta¢do). Assim, com a
diminuicdo do estresse oxidativo, espera-se uma reducdo da
possibilidade de danos ao organismo e, consequentemente, uma maior
protecdo a satde da pessoa em hemodialise. Ao participar desta pesquisa
0 (a) Sr.(a) ndo tera nenhum beneficio direto (financeiro, por exemplo).
Entretanto, espera-se a producdo de conhecimentos que servirdo como
base para a elaboragdo de programas de orientagdo nutricional e
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intervengdes na area de saiide da populacdo que realiza hemodialise,
sendo possivel contribuir para uma melhora do seu estado nutricional.

As pessoas que estardo acompanhando os procedimentos serdo as
pesquisadoras: estudante de graduagdo em Nutricdo Aline Miroski de
Abreu, estudante de mestrado em Nutricdo Angela Teodosio da Silva,
estudante de doutorado em Nutricio Andreia Gongalves Giaretta ¢ a
professora do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Santa Catarina Elisabeth Wazlawik. O(a) senhor(a) podera se retirar do
estudo a qualquer momento, sem qualquer tipo de constrangimento.
Solicitamos a sua autorizagdo para o acesso a dados contidos no seu
prontuario. Solicitamos a sua autorizag¢do para o uso de seus dados para
a producdo de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade sera
mantida através da ndo-identificacdo do seu nome. Este termo de
consentimento livre e esclarecido é feito em duas vias, sendo que uma
delas ficara em poder do pesquisador e outra com o sujeito participante
da pesquisa. Agradecemos a sua participagao.

NOME DO PESQUISADOR PARA CONTATO: Elisabeth Wazlawik
NUMERO DO TELEFONE: XXX

ENDERECO: Departamento de Nutri¢ao - Centro de Ciéncias da Saude
-Rua: Delfino Conti - Campus Universitario — Trindade - 88040.900 -
Florianoépolis SC

ASSINATURA DO PESQUISADOR

Comité de FEtica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos —
CEPSH/UDESC

Av. Madre Benvenuta, 2007— Itacorubi — Fone: (48)3321-8195 — e-mail:
cepsh.reitoria@udesc.br Floriandpolis — SC; 88035-001
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da
pesquisa e, que recebi de forma clara e objetiva todas as explica¢des
pertinentes ao projeto e, que todos os dados a meu respeito serdo
sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigdes dos
experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim, e
que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer
momento.

Nome por extenso

Assinatura Local:
Data: / /

@udesc.br
Florianépolis — SC
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ANEXO B: Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa UFSC

We .
UNIVERSIDADE DO ESTADO Plataforma
“m UDESC DE SANTA CATARINA - UDESC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: DETERMINAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO APOS O CONSUMO DE MAGA EM
PACIENTES SUBMETIDOS A HEMODIALISE
Pesquisador: Elisabeth Wazlawik
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 37090614.6.0000.0118
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 953.095

Data da Relatoria: 10/02/2015
Situagido do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao
Consideragées Finais a critério do CEP:
O Colegiado APROVA o Projeto de Pesquisa e informa que, qualquer alteracdo necessaria ao planejamento
e desenvolvimento do Protocolo Aprovado ou cronograma final, seja comunicada ao CEPSH via Plataforma
Brasil na forma de EMENDA, para analise sendo que para a execucdo devera ser aguardada aprovagao
final do CEPSH. A ocorréncia de situacées adversas durante a execucdo da pesquisa devera ser
comunicada imediatamente ao CEPSH via Plataforma Brasil, na forma de NOTIFICACAO. Em néo havendo
alteracdes ao Protocolo Aprovado e/ou situacdes adversas durante a execucdo, devera ser encaminhado
RELATORIO FINAL ao CEPSH via Plataforma Brasil até 60 dias da data final definida no cronograma, para
analise e aprovacdo.

FLORIANOPOLIS, 12 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Luciana Dornbusch Lopes

(Coordenador)
Enderego: Av.Madre Benvenutta, 2007
Bairro: Itacorubi CEP: 88.035-001
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3321-8195 Fax: (48)3321-8195 E-mail: cepsh.reitoria@udesc.br

Pagina 05 de 05
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ANEXO C: Aprovaciio do Comité de Etica em Pesquisa HGCR

HOSPITAL GOVERNADOR
CELSO RAMOS/ SMS - W"@
FLORIANOPOLIS - SC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO APOS O CONSUMO DE MAGCA EM

PACIENTES SUBMETIDOS A HEMODIALISE

Pesquisador: Elisabeth Wazlawik

Area Tematica:
Versio:

CAAE: 37090614.6.3001.5360
Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.645.561

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Néo

Enderego:
Bairro: Centro
UF: SC

Telefone:

FLORIANOPOLIS, 22 de Julho de 2016

Assinado por:
Carla Pauli
(Coordenador)

Rua Irm3 Benwarda, 297 - 8° andar

CEP: 88.015-270
FLORIANOPOLIS

Fax: (48)3224-0895 E-mail: cephgcr@saude.sc.go.br



