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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de fatores como tabagismo, consumo de alcool, uso
de medicamentos, contato com produtos quimicos, bem como idade e género sobre marcadores de estresse
oxidativo, em individuos saudaveis. Verificou-se o efeito da idade sobre a capacidade antioxidante, com
diminuicao dos valores em individuos mais velhos, o que pode ser a causa do aumento de estresse oxidativo,
associado ao envelhecimento. Para os demais fatores, nao foram encontradas diferengas nos valores do marcador
de peroxidacao lipidica e da capacidade antioxidante.
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Abstract

Evaluation of predictive factors for oxidative stress in healthy people. This study aimed to evaluate
the influence of factors such as smoking, alcohol consumption, use of medicines, contact with chemicals, as
well as age and gender on markers of oxidative stress, in healthy subjects. We checked the effect of age on the
antioxidant capacity, with decreased values in older individuals, which may be the cause of increased oxidative
stress, associated with aging. Regarding the other factors, no differences were found in the values of the marker
of lipid peroxidation and the antioxidant capacity.
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Introducao

O organismo humano esta constantemente sujeito
aos efeitos nocivos de agentes pro-oxidantes que
sdo gerados naturalmente, como parte integrante dos
processos fisioldgicos, ou que sdo produzidos por alguma
disfuncdo biologica (LEE et al., 1998; BARREIROS
et al., 2006). Grande parte da energia produzida no
organismo ¢ gerada por meio da fosforilagdo oxidativa,
a qual ocorre na mitocdndria. Durante este processo,
podem ser geradas espécies reativas de oxigénio (ERO),
como o anion superdxido (O,™) que sofre dismutagdo e
forma o peroxido de hidrogénio (H,0,), que pode ainda
reagir e formar o radical hidroxila (HO") (CADENAS;
DAVIES, 2000).

Também existem diversas fontes exogenas de
producdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
como raios UV, radiacdo ionizante, quimioterapicos,
xenobiodticos. As principais ERO distribuem-se em dois
grupos, os radicalares: (HO"), (O,"), peroxila (ROO")
¢ alcoxila (RO’); e os ndo radicalares: oxigénio (O,),
peroxido de hidrogénio (H,0,) e acido hipocloroso
(HCIO). Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico
(NO’), 6xido nitroso (N,0,), acido nitroso (HNO,),
nitritos (NO,"), nitratos (NO,") e peroxinitritos (ONOO")
(BARREIROS et al., 2006).

Em condigdes normais, as células possuem macro
e micromoléculas de origem enddgena, ou exodgena, que
estao envolvidas na detoxificagdo celular (SHARMA et
al., 2000). O sistema de defesa antioxidante pode atuar
antes que ocorra a lesdo causada pela agao dos radicais
livres ou espécies nao radicalares, por meio da agdo
da glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px)
e vitamina E, ou entdo, para reparar a lesdo ocorrida, por
meio da a¢do do acido ascorbico, glutationa-redutase
(GSH-Rd), GSH-Px, entre outros. Com exceg¢ao
da vitamina E, que ¢ um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
esta no meio intracelular (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

O sistema de defesa antioxidante é dividido em
ndo-enzimatico e enzimatico. O ndo-enzimatico inclui
especialmente os antioxidantes obtidos na dieta entre
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0s quais se destacam vitaminas, minerais € compostos
fenodlicos e o enzimatico que inclui a grande familia de
enzimas conhecida como citocromo P450 (CYPs) as
quais convertem moléculas hidrofobicas em substancias
mais soliveis para a excrec¢do, além da SOD, CAT e
GSH-Px (SHARMA et al., 2000; BERNARDINI et al.,
2005). A SOD, presente em quase todas as células, ¢
considerada a primeira linha de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio e catalisa a conversdo do O, em
H,0, e oxigénio. Este, por sua vez, reage produzindo
outras ERO, as quais sdo degradadas em dgua e oxigénio
por enzimas como a CAT e a GSH-Px, sendo que esta
ultima utiliza a GSH como agente redutor (BERLETT;
STADTMAN, 1997; FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

O estado oxidativo da célula ¢ decorrente do
equilibrio entre os agentes oxidantes (ciclo redox)
e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; FIBACH; RACHMILEWITZ,
2008). A condigdo de estresse oxidativo ocorre quando
este equilibrio ¢ quebrado devido a deplecdo de
antioxidantes e/ou aumento da formagao de agentes pro-
oxidantes além da capacidade das defesas antioxidantes
(PANDEY; RIZVI, 2010). As substancias envolvidas
no bindmio antioxidante-pro-oxidante caracterizam o
ambiente redox bioldgico e podem ser quantificadas por
diversas metodologias laboratoriais. O balango redox
do individuo pode ser associado a diferentes aspectos
ambientais, demograficos, étnicos, culturais, clinicos
e nutricionais, sendo uma importante ferramenta no
estudo de fenomenos biologicos vinculados ao estresse
oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

Quando a produgdo de agentes prd-oxidantes
supera a capacidade antioxidante, se favorece a oxidagao
de biomoléculas, gerando metabolitos especificos
derivados da oxidacdo de lipideos, proteinas ¢ DNA,
conhecidos como marcadores de estresse oxidativo,
que podem ser identificados e quantificados. Para
caracterizar o estresse oxidativo ¢ importante avaliar os
danos causados por ERO e ERN, por meio de técnicas
especificas como a determinagdo de Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) e quantificar
a defesa antioxidante por meio das enzimas antioxidantes
(como a SOD, CAT, GSH-Px), do sistema antioxidante
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ndo enzimatico (com destaque para a GSH) e/ou da
capacidade antioxidante total (VASCONCELOS et al.,
2007).

O estresse oxidativo tem grande importancia no
processo de envelhecimento, transformagdo e morte
celular, com consequéncias diretas em muitos processos
patoldgicos, entre eles, cancer, doengas auto-imunes,
cardiopatias, doengas do pulmao, hipertensido arterial
sistémica, Alzheimer, Parkinson, estados toxicos
causados por alcool, fumo, e outras (JACOB et al.,
2013). Por outro lado, as ERO e ERN desempenham
papeis fisiologicos importantes como o controle da
pressdo sanguinea, na sinalizagdo celular, na apoptose,
na fagocitose de agentes patogénicos, na fertilizagao de
6vulos e na ativagdo de genes (BERLETT; STADTMAN,
1997; VASCONCELOS et al., 2007).

Os mecanismos anti e pro-oxidantes sao alvos de
varios estudos e a investigacdo dos fatores que podem
influenciar no estresse oxidativo esta relacionada
com a melhoria da qualidade de vida do ser humano
(VASCONCELOS etal., 2007). Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi investigar se fatores como idade,
género, tabagismo, alcool e contato com produto
quimico correlacionam-se com o estresse oxidativo em
individuos saudaveis.

Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNESP/IBILCE e foi desenvolvido
obedecendo aos principios éticos estabelecidos na
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(CNS), sob protocolo nimero 0008.0.229.000-06.

Nas andlises envolvendo a peroxidagao lipidica,
marcador de dano oxidativo, foram utilizadas 389
amostras de sangue periférico de individuos saudaveis,
universitarios e doadores de sangue, provenientes
da regido Noroeste do estado de Sdo Paulo, colhidas
por puncdo venosa, apos consentimento informado.
Destas, 103 foram utilizadas nas analises da capacidade
antioxidante. O menor nimero de amostras para as quais
foram obtidos os valores para o marcador de capacidade
antioxidante deveu-se a limitagdes operacionais para o
armazenamento de parte das amostras.

169

Para a avaliacdo da peroxidagao lipidica foi
realizada a dosagem plasmatica de TBARS que ¢
baseada na reagdo do malondialdeido e outros aldeidos
com o acido tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e
temperatura elevada, para formar um complexo com
absor¢ao maxima em 535 nm. Valores até 440 ng/mL sao
considerados normais (MIHARA; UCHIYAMA, 1978;
PERCARIO et al., 2004). Para as analises, o sangue foi
coletado em tubo heparinizado e permaneceu por 20
min em descanso, sob Banho Maria a 38°C. Apos esse
periodo, foi centrifugado a 1500 rpm, durante 20 min,
para a separacdo do plasma. Para a quantificacdo de
TBARS, foram utilizados 500 pL de plasma e as analises
foram realizadas segundo Percario et al. (2004).

A capacidade antioxidante das amostras (TEAC) foi
determinada segundo a sua equivaléncia ao Trolox (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico),
um antioxidante andlogo sintético hidrossoluvel da
vitamina E. A técnica colorimétrica é baseada na reacdo
entre 0 ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolinaacido-
6-sulfonico-diamonio) com persulfato de potéssio
(K,S,0,) que produz o radical cation ABTS™, cromo6foro
de coloragédo verde/azul. A adi¢do de amostras contendo
antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz
novamente a ABTS e a descoloragdo ¢ avaliada por meio
de espectrofotometria em 734 nm. Para a determinagao
de TEAC, foram utilizados 30 pL de plasma e a
metodologia foi realizada de acordo com Miller et al.
(1993) e Re et al. (1999). Os valores de normalidade
considerados foram de 1,85 a 2,31 mM/L, segundo
Ondei et al. (2009).

Os dados referentes as variaveis preditoras foram
obtidos por meio de informagdes fornecidas pelos
individuos que responderam a um questionario fornecido
pelo pesquisador. As variaveis preditoras foram habito
de fumar (fumante/ndo fumante), consumo de alcool
(sim/nd0), contato com produto quimico (sim/ndo),
uso de medicamentos (sim/ndo), género (masculino/
feminino) e idade (agrupada em categorias de 16 a 25,
26 a 35,36 a 45 e 46 ou mais anos). As classes de idade
foram formadas para representar o gradiente de idade
amostrado, assim como para possibilitar a formagao
de grupos com numero de amostras que viabilizasse as
analises inferenciais.
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Para avaliar se os valores dos marcadores de
estresse oxidativo (TBARS e TEAC) variam em fungao
das diferencas relacionadas ao género, tabagismo,
alcool, contato com produtos quimicos e utilizagao
de medicamentos utilizou-se o Teste ¢ independente.
A comparagao dos valores de marcadores de estresse
oxidativo entre as classes de idade foi realizada por meio
da Analise de Variancia (ANOVA), complementada pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Resultados

A idade média do grupo utilizado nas analises
de TBARS foi de 34 anos, variando de 16 a 62 anos,
sendo 130 (33,4%) pessoas do género feminino e 259
(66,5%) do género masculino. Cinquenta e oito (14,9%)
individuos alegaram ser fumantes, enquanto que 331
(85,1%) alegaram ser nao fumantes; 213 (54,8%)
alegaram que consumiam bebida alcodlica e 176 (45,2%)
alegaram que ndo consumiam bebida alcoodlica; 103
(26,5%) alegaram que mantinham contato com produto
quimico e 286 (73,5%) alegaram que ndo tinham contato
com produto quimico; 45 (11,6%) tomavam algum
medicamento e 344 (88,4%) alegaram que ndo tomavam.

O valor médio de TBARS encontrado foi igual a
270,2 ng/mL + 119,3 (variando de 34 a 720 ng/mL),
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sendo que 40 amostras (10,3%) apresentaram valores
acima da normalidade. Os resultados de TBARS
separados por fator modulador estdo apresentados
na Tabela 1. Os valores de TBARS niao diferiram em
relacdo as varidveis avaliadas: idade, género, tabagismo,
consumo de alcool, contato com produto quimico e uso
de medicamentos (p > 0,17).

A idade média do grupo utilizado nas analises de
TEAC foi de 30 anos, variando de 18 a 62 anos, sendo
44 (42,7%) pessoas do género feminino e 59 (57,3%) do
género masculino. Dez (9,7%) individuos alegaram ser
fumantes, enquanto que 93 (90,3%) alegaram que nao
eram fumantes; 66 (64,1%) alegaram consumir bebida
alcoodlica e 37 (35,9%) alegaram que ndo consumiam;
40 (38,8%) alegaram que tinham contato com produto
quimico e 63 (61,2%) alegaram que nao tinham contato
com produto quimico; 21 (20,4%) alegaram que
tomavam medicamentos e 82 (79,6%) alegaram que nao
tomavam medicamentos.

Para as medidas de TEAC o valor médio foi de
2,14 mM/L £ 0,11 (variando de 1,85 a 2,36) sendo que
quatro (3,9%) amostras apresentaram valores acima da
normalidade. Os resultados de TEAC separados por
fator modulador estdo apresentados na Tabela 1. Os
valores de TEAC néo diferiram em relagdo ao género,
tabagismo, consumo de alcool, contato com produto

TABELA 1: Valores de TBARS e TEAC, separados por fatores moduladores, apresentados como média + desvio padrio,

sendo o p <0,05.
A TBARS (ng/mL) TEAC (mM/L)
Parametros N=389 N=103
16 a 25 anos 272,4+127,3 2,17+0,10
26 a 35 anos 265,2+112,9 2,14 +£0,11
36 a 45 anos 268,5+116,9 2,08 £0,11
Acima de 45 anos 277,6 £ 122,5 2,09 +0,11
Mulheres 2642 +121,5 2,13+0,11
Homens 273,2+118,3 2,14 £0,11
Fumantes 272,1 £ 1134 2,17+0,11
Nio fumantes 269,9 + 1204 2,13+£0,11
Ingere bebida alcodlica 273,5+112,6 2,15+0,10
Nao ingere bebida alcoodlica 266,2 +127,1 2,12+0,11
Tem contato com produtos quimicos 284,1 £115,7 2,14+0,10
Nao tem contato com produtos quimicos 265,2 +120,3 2,14+0,11
Usa medicamentos 2925 +125,6 2,16+0,12
Na&o usa medicamentos 267,3 £118,3 2,13+0,10

N = numero de amostras.
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quimico e uso de medicamentos (p > 0,33). Também nao
foi encontrada relagdo direta do género com as demais
variaveis preditoras (p > 0,07). No entanto, verificou-se
efeito da idade (p = 0,03) (Figura 1). O grupo de 16 a
25 anos apresentou valor de TEAC semelhante ao do
grupo de 26 a 35 anos (p = 0,20), mas superior aos dos
grupos de 36 a 45 anos e 46 anos ou mais (p < 0,03). Os
valores de TEAC nao diferiram entre os demais grupos
(p>0,14) (Figura 1).

Discussao

Diversos métodos tém sido empregados para a
avaliagdo de estresse oxidativo. Dentre eles, a dosagem
plasmatica de TBARS ¢ um importante biomarcador
de danos oxidativos causados por ERO ¢ ERN. As
analises que envolvem a capacidade antioxidante
também contribuem para a avaliagdo do balando redox,
sendo o TEAC um dos métodos utilizados para a
avaliagdo de antioxidantes lipossoluveis e hidrossoluveis
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(VASCONCELOS et al., 2007). No presente trabalho
ndo foram encontradas diferengas nos valores de TBARS
com relagdo aos fatores endogenos avaliados (idade e
género) e de TEAC com relagdo ao género. Era esperado
um aumento nos valores de TBARS com o aumento
da idade devido ao acumulo de oxidagao dos lipideos,
bem como de acidos nucleicos, proteinas e aglicares. A
auséncia de relacdo entre envelhecimento e peroxidagao
lipidica pode ser devido a a¢do de outros fatores, como
estilo de vida e nutri¢do. No entanto, os maiores valores
de TEAC encontrados entre as amostras de individuos
mais jovens indica a reducdo da capacidade antioxidante
total dependente da idade, o que pode estabelecer a
condi¢do de estresse oxidativo decorrente da deplecao
de antioxidantes (PANDEY; RIZVI, 2010). O aumento
do estresse oxidativo representado pelos resultados de
TEAC associado a idade pode ser devido a trés fatores:
aumento na taxa de geragdo de ERO; declinio nas defesas
antioxidantes ¢ diminui¢dao na eficiéncia de remogao
ou reparo de moléculas que causam disfungdo celular
e propensao aos efeitos deletérios por agentes externos

FIGURA 1: Valores de TEAC (mM/L) em relagdo as categorias de idade. A barra horizontal indica a média e o asterisco diferenga
estatisticamente significativa em relagdo as amostras de 16 a 25 anos, sendo p < 0,05.
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(SOHAL; WEINDRUCH, 1996; JACOB et al., 2013).
Desta forma, a capacidade antioxidante plasmatica ¢ um
bom biomarcador para avaliar o estado e o potencial de
estresse oxidativo durante o envelhecimento, reforcando
a importancia da sua avaliagdo como um preditor de
estresse oxidativo no processo de envelhecimento
(PANDEY; RIZVI, 2010).

Também foi investigada a associagdo de fatores
exogenos como possiveis moduladores de estresse
oxidativo. Porém, ndo houve efeito do tabagismo,
consumo de alcool, uso de medicamentos e contato com
produto quimico sobre os valores de TBARS e TEAC.
O fumo ¢ capaz de alterar os niveis de peroxidagao
lipidica, oxidar proteinas e causar danos ao DNA, pois
a fumagca do cigarro contém ERO e ERN potencialmente
deletérias, principalmente aos lipideos (PARK et al.,
1998). Em fumantes também se encontram reduzidos os
niveis de vitamina C e E e o habito de fumar correlaciona-
se positivamente com os niveis dos marcadores de
peroxidacao lipidica (TBARS), no entanto, pode existir
variagdo dependendo do numero de cigarros, método
de afericdo dos marcadores e tipo de amostra utilizada
(plasma, soro, saliva, urina) (LYKKESLELDT, 2007).
Essa variagdo pode explicar os resultados encontrados no
presente trabalho, em que nao houve efeito do tabagismo
sobre os marcadores avaliados, sendo necessario um
maior refinamento das informa¢des como nimero de
cigarros consumidos e tempo de exposicao.

Embora ndo tenha sido encontrado efeito do
consumo de alcool sobre os valores de TBARS e TEAC,
tem sido demonstrado que o consumo de alcool exerce
efeito sobre os niveis plasmaticos de vitaminas e minerais
antioxidantes, causando reducdo nas concentragdes
plasmaticas de tocoferol, acido ascorbico e selénio,
além de aumento de danos oxidativos em individuos
alcodlatras (LECOMTE, 1994). Desta forma, seria
importante a avaliagdo de TBARS e TEAC considerando
a quantidade de alcool consumido. Diversos outros
fatores podem desencadear o processo de estresse
oxidativo. No presente trabalho, o uso de medicamentos,
de forma geral, e o contato com produtos quimicos nio
interferiram nos marcadores avaliados, embora alguns
trabalhos tenham demonstrado que os xenobioticos,
substancias estranhas ao organismo, possam interferir
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no balango redox (VASCONCELOS et al., 2007;
BARBOSA et al., 2010). Os anti-inflamatoérios nao-
esteroides (AINEs), por exemplo, induzem a geragao
de radicais superoxido (LI et al., 2008).

Assim, os resultados obtidos neste estudo
evidenciam que o envelhecimento estd relacionado
com a instalacdo do processo de estresse oxidativo,
provavelmente devido a reducdo da quantidade de
antioxidantes. Fatores exdgenos e outros fatores
endégenos como género nao influenciam o estresse
oxidativo quando abordados em escala binaria.
Entretanto, um maior refinamento na avaliacdo dos
fatores moduladores de estresse oxidativo pode ser
informativo, uma vez que perfis individuais podem
mascarar o efeito das varidveis associados ao aumento
de estresse oxidativo.
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