UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA
CELULAR

EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO COM ACAI CLARIFICADO (Euterpe oleracea
Mart.) SOBRE MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM
DOENCA RENAL CRONICA EM HEMODIALISE

BELEM
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAA\RA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA
CELULAR

ISABELLE CHRISTINE VIEIRA DA SILVA MARTINS

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM ACAI CLARIFICADO (Euterpe oleracea
Mart.) SOBRE MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM
DOENCA RENAL CRONICA EM HEMODIALISE

Tese apresentada ao Programa de Po6s-graduacdo
em Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade Federal do Pard como requisito para
obtencdo do grau de Doutor em Neurociéncias e
Biologia Celular.

Orientador: Prof. Dr. José Luiz Martins do

Nascimento.

BELEM
2019



ISABELLE CHRISTINE VIEIRA DA SILVA MARTINS

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM ACAI CLARIFICADO (EUTERPE
OLERACEA) SOBRE MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES
COM DOENCA RENAL CRONICA EM HEMODIALISE

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular
da Universidade Federal do Pard como requisito para obtencdo do grau de Doutor em

Neurociéncias e Biologia Celular, para a comissdo formada pelos seguintes professores:

Orientador:

Prof. Dr. José Luiz Martins do Nascimento (presidente)
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para
Coorientadora:

Profa. Dra. Denise Mafra

Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal Fluminense
Examinadores:

Profa. Dra. Maria da Conceicdo Nascimento Pinheiro (membro titular)
Nucleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Para

Prof. Dra. Maria Elena Crespo Lépez (membro titular)
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para
Prof. Dr. Alejandro Ferraz do Prado (membro titular)
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para
Prof. Dra. Liliane Maria Messias Machado (membro suplente)

Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal do Para



Dados Internscionas de sconde LSED
&nﬁﬂ:muﬁnﬁﬂlhl’m -

379  Martins, Isabelle Christine Vieira da Silva

Efettos da suplementacio com agal clarificado (Euterpe
oleraces mart ) sobre marcadores de estresse oxidativo em
pacientes com doenga rensl cromica em hemodialise / Taabelle
Christine Vieira da Silva Marting. — 2019,

58f -il color.

Prof Dr. Inselmzh[arunsdnhlasummﬂ-
ﬂnentadm'(;}u_ Dr I
Tese (Doutorada) - ngramanhP-us—Gﬂdna;m
Meurocienciss e e Biologia Celular, hshﬁﬂﬂde[h&masmulugms
Universidade Federal do Para, Belem 2019

1. Euterpe. 2. Aca 3. Du-al.n;amalu‘omca_4 Esiresse
oxidativo. 5. Hemodialise. I Tiulo.

CDD 571.6




A0s meus pais, irmdos, vovés e vO (in
memoriam) e a todos que convivem

diariamente com a doenga renal cronica.



AGRADECIMENTOS

A0s meus pais e irmaos, por todo apoio e estrutura para que eu pudesse realizar meu sonho.
Sem o amor de voceés, que tudo suporta, jamais estaria aqui hoje.

Ao meu orientador Prof. José Luiz, pelo respeito e confianca em mim. Agraceco pela honra e
o privilégio de ter sido sua orientanda. Seus exemplos e ensinamentos serdo eternos na minha
vida.

A Profa. Conceicao, que desde 0 nosso primeiro contato, com um sorriso no rosto, torceu para
que tudo desse certo. Sua postura, carater e bondade sera um eterno exemplo na minha vida.
Ao Prof. Hervé, por ter acreditado desde o inicio neste trabalho e ter dado todo ajuda e apoio
para que fosse possivel de ser concretizado.

A Profa. Denise, por ter caminhado junto comigo sem medir esforcos para que esse trabalho
acontecesse. Minha eterna gratiddo por tudo que fizeste.

A Profa. Barbarella, pelo seu empenho para que todos os experimentos fossem garantidos.

A Keuri, pela atitude mais nobre que me deparei ao longo de todo esse percurso. Pela sua
bondade e solidariedade a minha jornada foi muito mais leve e concreta.

A clinica Top Nefro, pelo total apoio para que esse trabalho fosse concretizado.

Aos pacientes, por todo o esforco para que essa pesquisa fosse possivel. Os mais lindos e
puros sorrisos pude vivenciar com eles.

As nutricionistas Leticia e Amanda pela enorme ajuda ao longo da coleta de dados.

Aos amigos do laboratorio de Neuroquimica molecular e celular, Alda, Gustavo, Beatriz,
Vitéria, Neide, Aninha, Tatiane, Izabella, Nagila, Fabio, Ruan, Cahy, Victor, Wictoria,
Pricila, Herald, Isadora, Leticia e Lais por me ajudarem nessa caminhada seja pelo ambiente
tranquilo e alegre de convivio, pela ajuda nos experimentos e por ouvirem meus desabafos.
Aos amigos do laboratorio de Estresse oxidativo, Aline, Bruna, Gleyce e Abner, pelas
conversas, desabafos, risos e conselhos que foram tdo importantes.

As minhas amigas, Valdilene, Luciana, Natalia, Andrea, Karina, Flavia, Pricila, Dyanara,
Kelly, Carol, Adriana, Livia, Alddia, Patricia e Gabi pela amizade que me fortaleceu e
consolou para que eu pudesse chegar até aqui.

A UFPA, minha segunda casa ao longo de todos esses anos. Nela pude entender a importancia
libertadora do conhecimento.



“[...] A alegria ndo chega apenas no encontro do
achado, mas faz parte do processo da busca”.

Paulo Freire



RESUMO

Pacientes com doenca renal cronica (DRC) em hemodiélise (HD) apresentam um quadro
caracterizado pela reducdo das enzimas antioxidantes e aumento da producdo de radicais
livres, que apresentam forte associacdo com complicagfes cardiovasculares. Assim, varias
estratégias terapéuticas tém sido usadas para reduzir o excesso do estresse oxidativo nesses
pacientes. Nesse sentido pesquisas com o fruto amazonico Euterpe oleracea, conhecido como
acai, tem mostrado que a suplementacdo desse fruto produz efeito protetor contra o estresse
oxidativo na doenca cardiovascular, cancer e envelhecimento, visto que é rico em compostos
fenolicos que sdo potentes antioxidantes. Contudo, ndo existem estudos que tenham avaliado
o efeito do acai no estresse oxidativo em pacientes renais cronicos em hemodialise. Assim, 0
objetivo desse estudo piloto foi avaliar os efeitos da suplementacdo de acai clarificado em
marcadores de estresse oxidativo em pacientes em hemodialise, em comparagdo com o grupo
sem suplementacdo. Oito pacientes em hemodidlise (55,5 £ 4,9 anos) foram randomizados e
receberam 20 mL de acai liofilizado e clarificado, trés vezes por semana durante 8 semanas e
foram comparados com dez pacientes em hemodialise sem suplementacéo (56,1 + 3,4 anos).
Os marcadores plasmaticos de estresse oxidativo — malondialdeido (MDA), nitritos,
glutationa total (GSH total), atividade da catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) —
foram avaliados antes e pds suplementagdo. A andlise estatistica foi realizada usando o Stata
14, com a=5%, com significancia p<0,05 considerada como estatisticamente significante. Os
niveis plasmaticos de MDA foram reduzidos apds suplementacdo com acai de 80,2 + 9,5 para
66,1 £ 14.5 pg/mL (p= 0,043). Esse estudo piloto indica que o consumo de acai, um alimento
popular no Norte do Brasil pode ser uma estratégia nutricional alternativa na reducdo dos
marcadores de estresse oxidativo em pacientes em hemodialise.

Palavras-chave: Euterpe. Acai. Doenca renal cronica. Estresse oxidativo. Hemodialise.



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease (CKD) on hemodialysis (HD) present oxidative stress,
which is characterized by the reduction of antioxidant enzymes and increased production of
free radicals, which has a strong association with cardiovascular complications. Several
therapeutic strategies have been used in the sense of reducing oxidative stress in these
patients, the Amazonian fruit Euterpe oleracea, known as acai, has shown that the
supplementation of this fruit, produces protective effect against oxidative stress, since it is
rich in phenolic compounds that are potent antioxidants. However, there are no studies that
have evaluated the effect of acai on oxidative stress in chronic renal patients on hemodialysis.
Therefore, the aim of this pilot study was to evaluate the effects of agai supplementation on
oxidative stress markers in hemodialysis (HD) patients compared to the non-supplemented
group. Eight HD patients (55.5£4.9 years) were randomized to receive 20 mL of freeze-dried
and clarified acai, three times a week for eight weeks and were compared to ten HD patients
without supplementation (56.1+3.4 years). Plasma levels of oxidative stress markers —
malondialdehyde (MDA), nitrite, total glutathione (TG), catalase activity (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) — were evaluated before and after supplementation. The
statistical analyses were performed using the Stata 14 software, with a=5%, meaning p<0.05
considered as statistically significant. MDA plasma levels were reduced after acai
supplementation from 80.2 + 9.5 to 66.1+ 14.5 pg/mL (p= 0.043). This pilot study indicates
that acai intake, a very common food in North of Brazil may be an alternative nutritional
strategy to reduce the oxidative stress markers in HD patients.

Key-words: Euterpe. Acai. Chronic kidney disease. Oxidative stress. Hemodialysis.
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1 INTRODUCAO

A Doenca renal cronica (DRC) é um problema de saude publica global, que implica
em ma condi¢do de saude e alto risco de doencas cardiovasculares contribuindo com altas
taxas de mortalidade (DI ANGELANTONIO et al., 2010).

Os principais desfechos em pacientes com DRC ocasionados pela perda funcional
renal sdo as complicagbes como anemia, acidose metabdlica, desnutricdo e alteracdo do
metabolismo de célcio e fosforo e a necessidade de terapia renal substitutiva (KIRSZTAJN et
al., 2011). Dados do ultimo Inquérito Brasileiro de Diélise Cronica até julho de 2016, um
namero total no pais de 122.825 pacientes estavam em tratamento dialitico, e desses pacientes
a terapia de substituicdo renal a hemodialise (HD) é a mais instituida (92%) (SESSO et al.,
2017).

A HD consiste no processo que remove 0 soluto urémico e excesso de agua corporal
total incialmente através de canulas plésticas arteriais e venosas (HIMMELFARB; IKIZLER,
2010). A HD ocorre pela difusdo de soluto do sangue, por exemplo, a uréia, para uma solugédo
de sal fisiologico (dialisado) que é separado a partir do sangue por uma membrana fina
semipermedvel, bem como do dialisado para o sangue, como € o caso do bicarbonato (NKF,
2006). Essa taxa de difusdo dependera da concentracdo da solucéo e peso molecular, uma vez
que pequenas moléculas como a uréia se difundem de forma rapida e contrariamente
moléculas maiores tais como fosfato, f2-microglobulina e albumina difundem de maneira
mais lenta (HIMMELFARB; IKIZLER, 2010).

A prescricdo de HD padréo ou convencional ainda ndo é a ideal na substituicdo da
funcdo dos rins normais, uma vez que o padrdo de depuracdo ndo é fisiolégico e a
incapacidade de remover todos os tipos e tamanhos de toxinas urémicas — p-cresol sulfato e
indoxil sulfato estdo associados a uma taxa elevada de morbidade e mortalidade
principalmente cardiovascular (KARKAR et al., 2012; NEOVIUS et al., 2014).

Um dos fatores que tem sido associado a uma variedade de patologias, entre elas a
DRC, é o estresse oxidativo, definido como o desbalanco entre os oxidantes e antioxidantes
em favor dos oxidantes, levando a interrup¢do da sinalizagdo redox e controle e/ou dano
molecular (SIES et al., 2017). Como resposta ao estresse oxidativo em todo o sistema, 0
equilibrio redox é mantido por prevencdo, intercepcao e reparo, € concomitantemente pelo
Nrf2/Keapl ou NF-kB/IkB acionadas por tiol molecular. Contudo, quando h& o estimulo
exacerbado de espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorre o desbalango e, dano aos lipidios,
proteinas e DNA (SCHIEBER e CHANDEL, 2014).
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As toxinas urémicas geram EROs a medida que a DRC avanca 0 que promove um
desequilibrio redox e piora com a terapia de HD, essa producdo de EROs vem acompanhada
de uma subsequente perda das defesas antioxidantes durante a dialise. A HD pode ativar
células da linhagem branca, principalmente neutréfilos que ao serem ativados geram mais
estresse oxidativo promovendo aumento da peroxidacao lipidica, aumento de grupos aldeidos
reativos e retencdo aumentada de tidis oxidados com consequente desregulacdo do processo
celular e lesdo vascular e celular (QUINN et al., 1987; GUO et al., 2013; SAKATA et al.,
2008).

Diversas estratégias nutricionais tém se concentrado na reducgdo do estresse oxidativo
em pacientes com DRC. Entre essas intervencdes esta 0 consumo de antioxidantes presentes
naturalmente em alguns alimentos cuja ingestdo fisioldgica é considerada segura e pode ser
alcancada por meio da ingestdo de alimentos (BIESALSKI et al., 2009; PEAKE et al., 2011).

O agai (Euterpe oleracea Mart.), uma fruta tipica da bacia amazénica oriental do
Brasil, base da dieta popular do paraense, fonte de antioxidantes, principalmente polifenois, o-
tocoferol, antocianinas e flavonas, que sdo os principais compostos bioativos (HEINRICH,
2011; ARRIFANO et al., 2018). Sabe-se que protegem contra o dano oxidativo e reduzem a
formacdo de EROs, como peroxil e peroxinitrito (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015;
PETRUK et al., 2017; POULOSE et al., 2017). Além disso, esses compostos bioativos
interagem com transportadores, receptores, moléculas sinalizadoras de segundo mensageiro,
com varias enzimas e fatores de transcricdo e enzimas de defesa oxidantes resultando em
efeitos protetores contra danos induzidos pelo estresse oxidativo (FERRARI et al., 2016;
THILAVECH etal., 2017; CHOI et al., 2017).

Os alvos moleculares da antocianina incluem transportadores e receptores, moléculas
sinalizadoras de segundo mensageiro e enzimas quinase, fatores de transcricdo, promotores e
fatores de crescimento, além de uma série de enzimas de defesa oxidantes.

Os estudos clinicos em pacientes em HD tém observado uma acdo sobre o estresse
oxidativo ap0s a ingestdo de suco de romé& em pacientes em HD durante um ano, contendo 0,7
mmol/100 ml de polifendis totais com a diminuicdo da mieloperoxidase (MPO) (SHEMA
DIDI et al., 2012, 2013). H& também evidéncia da reducdo do fator de transcricdo nuclear
kappa beta (NF-kP) pela ingestao do suco de frutas vermelhas cujo polifendis totais foram de
3,478 mg/L e 301 mg/L de antocianinas (SPORMANN et al., 2008). E na reducdo da
atividade de nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH) oxidase de neutréfilos em
maior extensdo comparada a vitamina E (CASTILLA et al., 2008). Esses mesmos compostos

também evidenciam outro achado da acdo antioxidante dos polifenois na protecdo contra a
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peroxidacgdo lipidica pela diminuicdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e nos produtos
avancados da oxidacéo proteica (SHEMA DIDI et al., 2012, 2013; SPORMANN et al., 2008).
Ha efeito protetor do suco de frutas vermelhas no aumento da glutationa total sérica
(SPORMANN et al., 2008). Além desses efeitos, parece haver restauracdo das enzimas
antioxidantes enddgenas pelo consumo de duas magas Fuji (360g) com concentracdo de 88,38
mg de polifendis totais e 4,1 mg de antocianinas totais foi capaz de aumentar os niveis de
glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) (GIARETTA et al., 2019).
Semelhante a ingestdo de 140 mg de silimarina associada a 400 Ul de vitamina E diminui a
peroxidacao lipidica e aumento da GPx (ROOZBEH et al., 2011).

Os resultados também sdo promissores no que concerne a protecdo do risco
cardiometabdlico sendo mostrado pela reducdo das concentracdes plasmaticas de lipoproteina
de baixa densidade (LDL) colesterol e oxidado (LDLox) e aumento do lipoproteina de alta
densidade (HDL) colesterol assim como melhora no perfil das apolipoproteinas séricas apés a
suplementacédo de suco concentrado de uva vermelha com concentracdo de polifendis totais de
0,649/100 mL (CASTILLA et al., 2006) e parece possuir maior efeito em pacientes com
hipertensdo, altos niveis de triglicerideos (TG) e baixos niveis de HDL com consumo de suco
de roméa de 0,7 mmol/100ml de polifendis totais (SHEMA DIDI et al., 2014).

Outro fruto rico em flavonoides, especialmente antocianinas vem sendo usado em
diversos modelos experimentais de doencas e em alguns ensaios clinicos é o acai. Em modelo
de dois rins e um clipe (2R1C) com oferta de extrato do acai durante 40 dias mostrou a
melhora dos niveis de catalase, GPx e SOD associado a prevencdo da albuminuria e do
aumento niveis de ureia e creatinina (COSTA et al., 2017). Na inducdo experimental de
isquemia/reperfusdo renal bilateral o acai durante 15 dias foi capaz de diminuir as
concentracdes plasmaticas de MDA (EL MORSY et al., 2015). Em ensaios clinicos em
mulheres saudaveis a polpa do acai tem sido promissora na melhora do perfil lipidico, reducéo
da peroxidacdo lipidica e na producdo de EROs e aumento dos niveis das enzimas
antioxidantes (BARBOSA et al., 2016; PALA et al., 2017). Essas evidéncias demonstram que
0 acai poderia atuar em terapia adjuvante nas complica¢des cardiovasculares, como infarto do
miocérdio, revascularizagdo coronaria, acidente vascular cerebral isquémico e hemorragico,
causas da alta mortalidade nessa populacdo (DI ANGELANTONIO et al., 2010). Contudo,
ndo h& relatos de estudos clinicos que tenham avaliado a suplementacdo com acai em

marcadores de estresse oxidativo em pacientes em HD.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Renal Cronica

A Doenca Renal Cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel
das funcdes renais, que ocorre tanto a nivel glomerular, quanto tubular e endécrino. E definida
como anormalidades na estrutura ou funcdo renal, presentes por mais de trés meses
independente da causa, com implicacdes para a sadde, de acordo com os critérios descritos no
quadro 2 (NKF, 2013).

Quadro 2— Critérios para a DRC (uma das seguintes opg¢des presentes por mais de 3 meses)

Critérios para doenca renal cronica (pelo menos um dos listados abaixo por mais de 3
meses)
Marcador de les&o renal Albuminuria
Anormalidades no sedimento urinario
Distarbios eletroliticos e outras desordens devido a
doenca dos tubulos renais
Anormalidades detectadas por bidpsia renal
Anormalidades detectadas por exames de imagem
Antecedente de transplante renal
Reducéo da taxa de filtracdo TFG menor que 60 ml/min
glomerular (TFG)

Fonte: NKF-KDIGO, 2013. TGF: taxa de filtracdo glomerular.

No quadro 3 observa-se a progressdo da DRC, dividida em categorias de taxa de
filtracdo glomerular (TFG), definida pela quantidade total de fluido filtrado por todos os

nefrons em funcionamento por unidade de tempo, e albumindria ou proteinaria persistente.
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Quadro 3 — Categorias da doenca renal cronica de acordo com a TFG e albumindria.

Categorias de Albumintria Persistente
Descrigdo e classe

Prognéstico de DRC por Categorias Al A2 A3
de TFG e albuminuria Normal ou Modsrai SEvArSMm
levem. ’ :
aumentada aumentada
aumentada
<30 mg/dia |30-300 mg/dia| > 300 mg/dia

T Gl Normal ou alta = G1A2 G1A3
£ ml/min
(2]
:‘ @ G2 Levem. reduzida ot 8.9 G2 A2 G2 A3
=9 ml/min
£3
- : G3a Leve a moderadam. 45 - 59
£ 2 reduzida ml/min
8.2
= &
S8 Moderadaa 30-44
QA G3b . i
= severam. reduzida ml/min
o
(U] 2
= G4 Severam.reduzida > 2_9

ml/min

G5 Faléncia renal - 15.
ml/min

Fonte: NKF/KDIGO, 2013. TFG: taxa de filtracdo glomerular.

As categorias da DRC que englobam de G1A1l até G4A3 compreendem a fase pré-
dialitica que corresponde ao tratamento conservador. Quando a TFG € inferior a 15
mL/min/1,73m? as terapias de substituicdo renal devem ser instituidas como, por exemplo,
hemodidlise (HD) e a dialise peritoneal (HIMMELFARB; IKIZLER, 2010).

A proteindria surge como consequéncia de comprometimento das propriedades
semipermeavéis glomerulares e/ou comprometimento na reabsorcdo de proteina pelo epitélio
tubular comprometido (NKF, 2013). No tecido renal é possivel visualizar alteracbes como
glomeruloesclerose - causada por dano endotelial, proliferacdo de células musculares lisas e
células mesangiais, e destruicdo de poddcitos -, atrofia tubular e fibrose intersticial (IWANO;
NEILSON, 2004). As células tubulares sdo estimuladas a sintetizar produtos incluindo EROs
por varias proteinas anormalmente filtradas, incluindo a albumina. A medida que a fibrose
evolui, a lesdo tubular perde a capacidade regenerativa e sofre apoptose levando a atrofia
tubular e originando glomérulos n&o funcionais (LIU et al., 2006).

O mecanismo de pertubacdo do balango entre a formacgdo de radicais livres e 0s
mecanismos antioxidantes em pacientes com DRC pré dialiticos ndo é totalmente esclarecido,
mas parece ser evidenciado pelo aumento dos niveis de produtos finais de oxidacéo proteica,
MDA e LDLox e diminuicdo dos niveis de atividade da SOD, GPx, selénio (ATAMER et al.,



18

2008; XU et al., 2015; SEDIGHI et al., 2014). Concomitante, ha diminui¢do intracelular da
vitamina E e C, diminui¢do do HDL, tiols e apolipoproteina A-1 (ATAMER et al., 2008;
SARAN et al., 2003; TAKAHASHI et al., 2011). Esses achados evidenciam que em estagios
iniciais da DRC o acimulo de toxinas urémicas parece ja estar associado a um maior risco de
doenca coronéria subsequente (DI ANGELANTONIO et al., 2010).

AlteracOes no estresse oxidativo pode ser explicado por diferentes vias de formagéo:
(1) aumento de radicais superoxido parece ser o principal radical envolvido no estresse e
pode ser estimulado pela presenca de Oxido nitrico (NO), com subsequente aumento da
formagéo de peroxinitrito, (2) diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes (GPx, CAT,
SOD) e (3) e por meio do estimulo das citocinas h& producdo de produtos finais de glicacéo
avancada (AGEs) que culminam na producdo de oxidacdo das proteinas com acumulo de
carbonila (LING; KUO, 2018).

2.2 Hemodidlise e estresse oxidativo

O estresse oxidativo acompanha a DRC e é exacerbado pelo procedimento de
hemodialise e torna-se mais grave no estagio final da doenca, mesmo apos sessao de HD, esse
procedimento ndo parece compensar o aumento intracelular de EROs que estd associado a
uremia (TEPEL et al., 2000). Um dos principais mecanismos envolvido no estresse oxidativo
¢ a peroxidacdo lipidica nas membranas de células e organelas que rompe a integridade
estrutural da bicamada lipidica o que ocasiona maior permeabilidade da membrana, transporte
ibnico e de elétrons prejudicado pela fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias principalmente
no segmento tubular proximal (ESTERBAUER et al., 1992). Alguns estudos tém observado o
aumento acentuado de EROs ap6s HD, possivelmente pela peroxidacdo de lipidios
plasmaticos e lipidios da membrana eritrocitdria com aumento de atividade da
mieloperoxidase presente no processo de ativacdo de neutréfilose a subsequente aumento de
H.0O, e em menor propor¢do a producdo de O, e HOCL (CLERMONT et al., 2001; GUO et
al., 2013; YANG et al., 2006). Por outro lado, ha o efeito do p cresol e do indoxil sulfato que
induz a producgdo de superdxido via NADPH oxidase, especificamente a NADPH oxidase 4
(Nox4), expressa em tubulos renais proximais e mesangiais e peroxinitrito em células
endoteliais vasculares e no musculo liso vascular, o que inibe a viabilidade e a producéo de
NO (NIWA, 2010; SHIMOISHI et al., 2007; TUMUR; NIWA, 2009; WATANABE et al.,

2013). Portanto, as toxinas urémicas mostram efeito na regido nefro-vascular que esta
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envolvida na progressdo ndo s6 da DRC, mas também da doenca cardiovascular em pacientes
com DRC (NIWA, 2010).

O desequilibrio entre mecanismos prooxidativos e antioxidativos presente em
pacientes em HD é refletido pela geracdo de EROs que pode der medidos indiretamente pelo
aumento da peroxidacéo lipidica atraves da técnica de TBARS ou por meio dos niveis de 8-
iso-prostaglandina F2 tipo Il individuos em HD quando comparados a individuos saudaveis
(DOLEGOWSKA et al., 2007; GUO et al., 2013; SAKATA et al., 2008; TRIOLO et al.,
2003).

Além do acumulo de produtos lipidicos tem se evidenciado também o aumento dos
grupos carbonilas que refletem a oxidacdo das proteinas e reducdo dos grupamentos
sulfridilas associados a diminuicdo das atividades das enzimas SOD, CAT, GPx e dos niveis
de glutationa (GSH) nos pacientes em HD. Esses componentes pro-oxidativos sdo
amplificados pela carga de oxidante induzida por dialise e disponibilidade insuficiente de
antioxidantes (GUO et al., 2013; SAKATA et al., 2008). Esta indisponibilidade também pode
estar relacionada ao fator de transcricdo, fator 2 relacionado ao fator nuclear E2 (Nrf2), que
em condi¢Bes normais regula mais de 250 genes que codificam enzimas antioxidantes — GPX,
CAT, SOD entre outros — e desintoxicantes e proteinas relacionadas. O Nrf2 esta diminuido
em pacientes em HD o que parece estar relacionado a carga inflamatéria advinda da
exposicdo intermitente do circuito extracorpdreo e a dramética ascensdo e queda do volume
de liquido corporal durante os intervalos inter e intra-dialitico, contudo ainda necessita-se de
mais estudos comprobatorios (JUNG; KWAK et al., 2010; SINGH et al., 2010; ZAZA et al.,
2013; PEDRUZZI et al., 2014).

Um fator ocasionado pelo procedimento da dialise associado ao meio urémico € a
inducdo de deficiéncias nos constituintes e cofatores do sistema enzimatico, como zinco
(Zn*?), selénio (Se*?), magnésio (Mg*?) e perda de moléculas antioxidantes ndo enzimaticas
como a vitamina C, que contribue para o prejuizo no equilibrio redox nesses pacientes
(CLERMONT et al., 2001; GUO et al., 2011, 2013; PAKFETRAT et al., 2010).

Outro fator para a ocorréncia do meio pré-oxidante é o risco adicional para
inflamacao do procedimento da hemodialise per se, uma vez que esses pacientes tem aumento
do risco das infecgbes locais por enxerto e fistula, dialisato impuro ou membranas
bioincompativeis, que ocasionam superproducdo de EROs pelos leucécitos e dano nos
mecanismos de defesa antioxidante (DANIELSKI et al., 2003; PUPIM et al.,, 2004;
ZIMMERMANN et al., 1999).
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A liberagdo dessas interleucinas cujos mecanismos estdo associados &
bioincompatibilidade dialitica, ativacdo do complemento, a retrofiltracdo de fragmentos de
endotoxina, podem influenciar o resultado direto do controle da ultrafiltracdo e pode resultar
no transporte de produtos bacterianos do dialisado para o sangue, que em contato com a
membrana, ocasiona ativagdo cronica de macrofagos e favorece a liberacdo e o aumento do
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) seguido pela interleucina (IL-1B), a adicdo de TNFa as
células mesangiais glomerulares induz a secrecdo de IL-6 (LIBETTA et al., 2011). O estimulo
da producdo de IL-6 ocasiona um aumento de moléculas de adesdo, diminuicdo da expressdo
da adiponectina e diminui¢do da producdo de quimiocinas que por sua vez estdo associadas a
superproducdo de TNFa e esse diminui a produgdo de apolipoprotepina E, promove aumento
da calcificacdo vascular e estimula a cascata da NADPH oxidase (STENVINKEL et al.,
2005).

Além disso, parece haver um “ciclo vicioso” entre os altos niveis de EROs, que séo
estimulados mais frequentemente pelo sulfato de p-cresila e o indoxil sulfato, refletido pela
formacdo de proteina carbonila, produtos de oxidagdo proteica e peroxidacdo lipidica e o
prejuizo nos mecanismos de defesa antioxidante pelo desequilibrio entre GSH oxidada e GSH
reduzida e da GSH/GPx e mudancgas na SOD (STINGHEN et al., 2016).

2.3 Acai: composicao e estresse oxidativo

O fruto acai compde o género Euterpe, sendo trés das espécies nativas do Brasil
comercialmente importantes: E. oleracea, E. edulis e E. Precatdria, entre elas, a palmeira
mais produtiva é E. oleracea que cresce em pantanos e planicies na bacia amazbnica e
Trindade, e cada vez mais em outras partes do mundo (CORREA, 1926). Cada fruto é uma
pequena drupa globular séssica, redonda com um diametro de 1-2 cm e média de 0,8-2,3 g;
possui um exocarpo preto-purplreo e um mesocarpo com uma espessura de 1-2 mm e a
proporcdo da polpa é equivalente a 5-15% do volume da fruta, que varia com o grau de
maturidade do fruto (ROGEZ et al., 2011) (Figura 1A).
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Figura 1— Fruto agai (A), Polpa de acai na tigela (B).

Fonte: Costa, 2012; https://www.jardimexotico.com.br

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em 2014, 198.149
toneladas de acai foram produzidas no Brasil e 50.112,576 kg foram comercializados e
5.930,780 kg foram exportados para diversos paises, 0 que mostra 0 impacto na economia e
no consumo de alimentos (IBGE, 2015; SEFA, 2015). O estado do Para é o maior produtor
nacional de acai, com uma producdo anual de 1,0 milhdo de toneladas do fruto e uma area
plantada e manejada (varzea) superior a 154 mil hectares (IBGE, 2015). Em 2012 no Par4, o
consumo per capita anual era de 17,8 L (BEZERRA et al., 2016). No ultimo censo
agropecuério foram cadastradas 12.804 propriedades que cultivam a cultura no estado
(OLIVEIRA et al., 2016).

Do fruto, uma bebida caldrica pode ser preparada suavizando as frutas em agua morna,
seguido de pulpagem da fruta e adicionando &gua para fornecer a consisténcia apropriada da
bebida (Figura 1B) (ROGEZ et al., 2012).

O acai é o principal alimento de grande parcela das familias ribeirinhas e das familias
de baixa renda dos centros urbanos do estado do Pard, onde o acai € muitas vezes consumido
trés vezes ao dia nas principais refeicdes ao longo do ano com farinha de mandioca ou
tapioca, em alguns casos apos a adicdo de acucar, camardes fritos ou salgados (ROGEZ,
2002). Enquanto a populagdo urbana pode consumir acai uma vez por dia no almogo e
ocasionalmente como uma sobremesa com aglcar (ROGEZ, 2002). Além disso, pode ser

apresentado sob a forma de mingau, sorvete, geleia ou licor (BICHARA; ROGEZ, 2011;
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SOUZA, 2002). Em todo 0 mundo, o acai ganhou popularidade ap6s o ano 2000 conquistando
0 mercado global através de formulagBes como comprimidos, sucos, bebidas energéticas, pos
e smoothies que se tornaram uma bebida de escolha para a elite desportiva como uma
alternativa saborosa para outras frutas (HEINRICH et al., 2011).

O acai € uma das frutas mais nutritivas da regido amazonica, pois € fonte de lipidios,
proteinas e alguns oligoelementos (Tabela 1). E também uma fonte de antioxidantes como a-
tocoferol e polifendis, principalmente flavonoides, como antocianinas (cianidina 3-glicosideo
e cianidina 3-rutinosideo). Estima-se que em média possua 1,441 mg 100g™ (massa seca) de
antocianinas contém 37% do total de contéudo fenolico, sendo 79,2% de cianidina 3-
rutinosideo e 20,8% de cianidina 3-glicosideo (BICHARA; ROGEZ, 2011; GALLORI et al.,
2004).

Tabela 1— Composicdo quimica e nutricional de 200g de suco de agai (Euterpe oleracea)

Composicao Valor Valor
Lipidios (g) 12,13  a tocoferol (mg) 10,80
Acidos graxos (g 100g™) Célcio (g) 0,07
Acido palmitico 25,3 Magnésio (mg) 7,75
Acido estearico 4,46 Potassio (Q) 0,23
Acido oleico 49,7  Sodio (g) 0,01
Acido linoléico 13,5  Fosforo (g) 0,03
Acido a linoléico 1,16  Zinco (mg) 0,41
AGS/AGI 0,42 Ferro (mg) 0,49
AGMI/AGPI 3,79 Selénio (mg) 0,31
®6: ®3 11,65:1  Manganés (mg) 7,75
Proteinas (Q) 2,07 Cobre (mg) 0,33
Carboidrato (g) 0,71 Cadmio (mg) 0,01
Fibra dietética total (g) 5,13 Chumbo (mg) 0,09
Fibra dietética soltuvel (FS) 1,27 Estroncio (mg) 1,07
Fibra dietética insolavel (FI) 3,80 Niquel (mg) 0,04
Razéo FS/FI 1:3 Cromo (mg) 0,12

Fonte: BICHARA; ROGEZ (2011).
Nota: AGS: Acidos graxos saturados; AGI: Acidos graxos insaturados;

AGMI: Acidos graxos monoinsaturados; AGPI: Acidos graxos poliinsaturados.
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Os flavonoides pertencem a um grupo de substancias naturais com variadas estruturas
fendlicas e sdo encontradas em frutas, vegetais, cascas, raizes, flores, gréos, cha e vinho
(MIDDLETON, 1998). Segundo sua base molecular os flavonoides podem ser divididos em 6
classes, cujas principais sdo: flavan-3-6is, flavanonas, flavonois, flavonas, antocianidinas e
isoflavonas cujos os flavonoides mais conhecidos sdo catequina, epicatequina, rutina,
quercetina e cianidina que estdo incluidos em uma gama de alimentos como: chd, pimenta
vermelha, vinho tinto, cascas de frutas, azeite de oliva, cebola, cereja, amora, morango
(KUMAR; PANDEY, 2013).

Os flavonoides, especificamente as epicatequinas e rutina, tém alta reatividade do
grupo hidroxila que estabilizam espécies reativas de oxigénio, podem extrair superéxidos e
indiretamente o peroxinitrito, inibir a xantina oxidase e a LDLox (HANASAKI et al., 1994;
KERRY; ABBEY, 1997). Além disso, tem efeito antitrombogénico pela inibicdo do
metabolismo do acido araquidénico através da via enzimatica — cicloxigenase e da 5-
lipoxigenase — e suprimem a adesdo leucocitéria, inibem a desgranulagdo dos neutrofilos e
aumentam a funcdo de antioxidantes endogenos (ALCARAZ; FERRANDIZ, 1987;
FRIESENECKER et al., 1994; SANHUEZA et al., 1992; SHOSKES, 1998). Diante desse
quadro, o consumo de flavonoides parece ter impacto na redugdo do risco de morte por
doenca coronaria, um efeito positivo na doenca de Parkinson, efeito anti-hipertensivo, na
reducdo do risco de incidéncia de deméncia e atividade anticancer (HALLIWELL, 1991,
HERTOG et al., 1995).

As antocianinas sdo pigmentos polifendlicos que possuem dois anéis de benzeno,
ligados por um anel C de pirona, sdo de cor vermelho-laranja a azul-violeta em frutas, flores e
folhas (Figura 2) (DAYEM et al., 2014). A antocianidina esta tipicamente ligada a uma ou
mais porcdes de aclcar, comumente conjugadas com o grupo hidroxil C3 no anel C,
tornando-os glicosideos e ocasionalmente esterificados (HARBORNE; WILLIAMS, 1998).
As antocianinas existem quase exclusivamente na forma glicosilada enquanto os seus

homologos de antocianidina sdo instaveis e raramente encontrados na natureza (CNS, 2013).
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Figura 2— Estrutura molecular das antocianinas
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Fonte: HRIBAR & ULRIH (2014). Nota: As antocianinas pertencem ao grupo de flavondides que possuem a

estrutura tipica de esqueleto de carbono C6C3C6.

As diferentes estruturas quimicas das antocianinas diferem quanto a posi¢do e ao
namero de grupos hidroxil, ao grau de metilacdo destes grupos hidroxil, a natureza e ao
namero de porcgdes de acgucar ligadas a molécula fendlica, bem como a natureza e nimero de
acidos alifaticos ou aromaticos associados aos aclcares (CNS, 2013). Quanto a ingestdo
dietética de referéncia, a China definiu um nivel especifico proposto de 50 mg/dl para
antocianinas, mas em outros paises como Estados Unidos, Canada ou Unido Europeia nédo
existem recomendac0es estabelecidas (CNS, 2013; WALLACE; GIUSTI, 2014).

Dentro do grupo dos flavonoides, o consumo humano de antocianinas é o mais alto
entre todos e sua toxicidade é extremamente baixa (HE; GIUSTI, 2010). O que pode estar
relacionado a baixa disponibilidade, uma vez que quando sua ingestdo, as antocianinas como
a cianidina 3-glucosideo podem ser absorvidas intactas no trato gastrointestinal superior,
principalmente pelo estbmago, mas pelo menos 75% das antocianinas atingem o colén, onde
sdo biotransformadas por agdo das bactérias entéricas em produtos de degradacdo fenolica,
principalmente fenolicos acidos, que séo absorvidos (FERNANDES et al., 2013). Apés a

ingestdo, sofrem a fase Il do metabolismo, especialmente no figado e em torno de 1% da
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quantidade consumida sdo detectadas no plasma e nos diferentes tecidos (FERNANDES et
al., 2013).

Apesar da baixa biodisponibilidade, a capacidade antioxidante total do acai quando
medida em polpas comerciais e ndo comerciais do norte e sudeste do Brasil, é excelente
contra os radicais peroxil, boa para o peroxinitrito e pobres para 0 OH quando comparado
com sucos de frutas e vegetais europeus, no acai estima-se que a contribuicdo das
antocianinas para a capacidade antioxidante pelo método de eliminacdo oxidante € de 10%, o
que leva a crer que 0s outros compostos ainda ndo identificados também contribuem
(LICHTENTHALER et al., 2005). Em comparacdo a outros alimentos com capacidade
antioxidante, o acai apresenta maior contelido de polifendis totais (279,3 mg 100g™) e
capacidade antioxidante de 26pM Trolox g™ que a maca (90,9 mg 100g™*; 10,8 Trolox g*) e o
caja (77,9 mg 100g™%:7,2 Trolox g ) (PEREIRA et al., 2015). Em outro estudo os polifenéis
totais foram de 143,7 de equivalente de acido galico/100 mL e a capacidade antioxidante do
acai foi de 54,4 umol/g de Trolox que foi maior que o mirtilo, framboesa, amora, cranberry e
morango (PACHECO-PALENCIA et al., 2007; WANG; LIM, 2000). Em um interessante
trabalho um indice de potencial antioxidante foi criado a partir dos métodos de capacidade
antioxidante, o ensaio de absorcéo de radicais de oxigénio, protecdo antioxidante baseada em
células em um modelo de eritrécitos e formacdo de espécies reativas de oxigénio em células
polimorfonucleares. Esse indice foi proporcional ao contetdo fendlico por equivalente de
acido galico dos frutos avaliados e foi encontrado maior capacidade do acgai que o cranberry,
cha verde e maca e atras do suco de roma, vinho e mirtilo (SEERAM et al., 2008).

Além disso, muitos estudos de linhagem celular, modelos animais e ensaios clinicos
em humanos tém sugerido que a potente propriedade antioxidante das antocianinas possuli
relacdo ainda ndo completamente determinada com a atividade anti-inflamatdria e prevencéo
de doencas cardiovasculares, provavelmente associado a melhora na hipertensdo arterial,
resisténcia a insulina, diminuicdo do colesterol total e LDL, aumento do colesterol HDL e
melhora do tamanho das particulas lipoproteicas e controle da obesidade como demonstrado
na associacdo inversa ao infarto do miocardio e morte por doenga coronariana
(MCCULLOUGH et al., 2012; CASSIDY et al., 2013; BASU et al., 2014; JENNINGS et al.,
2014; NOVOTNY et al., 2015).

Tratando-se de estudos de intervencdo com acai, ainda que poucos, tém mostrado
resultados promissores em marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo com impactos em
diversos modelos experimentais (MARTINS et al., 2018).
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Em células endoteliais de ratos, em torno de 100ug do extrato de acai foi capaz de
induzir vasodilatacdo de longa duracdo via NO/GMPc (ROCHA et al., 2007). Ja em células
endoteliais humanas, cerca de 20 mg de equivalente de &cido galico/L da polpa de acai
resultou em diminuicdo de IL-6 e de moléculas de adesdo (NORATTO et al., 2011). Em
camundongos nocaute para apolipoproteina E (ApoE (-/-)) em torno de 5% da polpa de acai
na dieta por 20 semanas aumentou a GPx e diminuiu os F(2)-isoprostanos, TNF-a, IL-6 e a
expressao do NF-kp (XIE et al., 2011). Em ratos com dieta hipercolesterolémica, 2% de polpa
de acai na dieta durante seis semanas reduziu o colesterol total, LDL e o indice aterogénico
bem como aumentou o HDL (SOUZA et al., 2012). Essa mesma concentragéo de agai na dieta
hipercolesterolémica também foi capaz de reduzir o LDL, carbonilagdo proteica e 0s grupos
sulfridila e aumentou a SOD e a atividade da paraoxonase (SOUZA et al., 2010). A
intervencdo utilizando outra espécie de acai, 2% da dieta com a jucara (Euterpe edulis), em
camundongos com dieta hipercaldrica e hiperlipidica foi associada a diminuicdo da catalase
(OYAMA et al., 2016).

Em modelo de diabetes, 200 mg/kg/dia de extrato de acai por 45 dias diminuiu a
producdo de colageno IV, preveniu 0 aumento da expressao de caspase-3, IL-6, TNF-a e
proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1), diminuiu os niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), niveis carbonila e a 8-isoprostano e aumentou SOD,
catalase e GPx (SILVA et al., 2017). Nos ratos 2R1C, essa mesma concentracdo do extrato de
acai e no mesmo periodo de tempo também foi capaz semelhante aos dados anteriores de
protecdo contra o estresse oxidativo e, além disso, preveniu a albuminuria, 0 aumento dos
niveis séricos de uréia e creatinina, dano glomerular e fibrose renal (COSTA et al., 2017).
Quando se avalia em ratos antes da inducéo renal bilateral isquemia/reperfusédo, a intervencéo
com maiores concentracdes de acai de 500 e 1000 mg/kg, os niveis de MDA e interferon-
gama (IFN-y) diminuem em um periodo de 15 dias (EL MORSY et al., 2015).

Em humanos, os estudos sobre o efeito do acai sdo ainda escassos, aqueles que foram
realizados o fizeram em estudo randomizado com 23 mulheres saudaveis com sobrepeso que
consumiram um smoothie de agai contendo 1509 de polpa de acai com aproximadamente 694
mg de compostos fenolicos e verificaram a funcéo endotelial pela dilatacdo fluxo-mediada da
artéria braquial e observaram um aumento a partir da linha de base de 1,4% em duas horas e
0,8% em 6 horas (ALQURASHI et al., 2016). Em outro estudo com 35 mulheres saudaveis, o
consumo de 200g/ dia de polpa de acai por quatro semanas aumentou a atividade da catalase,
a capacidade antioxidante total e a reducdo na producéo de EROs. Além disso, houve reducao

na concentracdo sérica de carbonilagdo protéica e aumento sérico dos grupos sulfidrila
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(BARBOSA et al., 2016). Essa mesma ingestdo e em igual periodo de suplementacdo em 40
mulheres saudaveis com acai parece ter efeito no aumento da concentracdo plasmatica de apo
A-1, diminuiu significativamente em 21% a producdo de EROs nos neutrofilos, ademais
reduziu em 61 e 68% os niveis da LDL-ox e 0 MDA, respectivamente, e aumentou atividade
da paraoxonase e a capacidade antioxidante total no plasma, contudo sem afetar as
concentracdes da NO e NO sintase (PALA et al., 2017).

Em um relevante estudo clinico piloto, randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo de fase I, um suco com mistura de diferentes frutas e bagas, cujo acai era
predominante e com capacidade antioxidante in vitro medida pelo ORAC de 22,8 pmol/mL,
obteve dose efeito de ensaio da protecdo antioxidante baseada em células dos eritrocitos
(CAP-e) foi altamente significativo e a inibicdo significativa da formacdo de EROs pelo
tratamento do suco em células polimorfonucleares. Na etapa in vivo com 12 adultos saudaveis
o0 consumo de suco resultou no aumento significante da capacidade antioxidante sérica dentro
das duas horas de consumo avaliada, essa capacidade de absorcdo de antioxidantes esta 45%
correlacionada com a diminuicdo da peroxidacdo lipidica sérica pelo método TBARS dentro
das duas horas de consumo em 10 dos 12 voluntarios. Além disso, houve um discreto
aumento no dano oxidativo em aproximadamente 50% dos participantes ao longo das duas
horas apds o consumo do placebo. Diante da elevada presenca de alguns polifendis e do efeito
exercido na protecdo antioxidante em modelo in vivo provavelmente oriundas do agai, séo
necessarios mais estudos que avaliem a possivel reversdo do acai em marcadores de risco em
condicdes como obesidade, doenca cardiovascular e condicBes associadas a inflamacao
cronica (JENSEN et al., 2008).

Portanto, a hipétese deste trabalho é de que a suplementacdo com acai melhore os
marcadores de estresse oxidativo em pacientes portadores de DRC em HD.

Com base nisso, 0 objetivo deste estudo é avaliar o efeito da suplementacdo oral com

acai, sobre os marcadores de estresse oxidativo em pacientes portadores de DRC em HD.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo oral com acai, sobre os marcadores de estresse
oxidativo em pacientes portadores de DRC em HD, em comparagdo com 0 grupo sem
suplementagéo.

3.2 Objetivos especificos

Antes e apos a suplementacdo oral com acai nos pacientes com DRC em HD pretende-se:

v" Avaliar os marcadores de dano oxidativo pelos niveis plasmaticos de malondialdeido e de
nitritos dos pacientes do grupo do grupo com suplementacéo de acai e do grupo controle;

v Avaliar os marcadores enzimaticos de estresse oxidativo pelos niveis plasmaticos da
atividade da catalase, e eritrocitaria da glutationa total e glutationa peroxidase dos pacientes
do grupo com suplementacdo de acai e do grupo controle;

v" Avaliar os perfis laboratoriais de préatica clinica dos pacientes do grupo com suplementacédo

de acai e do grupo controle.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi do tipo clinico randomizado, controlado realizado na Clinica
Top Nefro, localizada na Rua Bom Pastor, 03, rodovia BR 316, PA. A escolha do local é
justificada pelo fato do mesmo ser um Centro de tratamento para pacientes portadores de
Doenca Renal Crbnica em tratamento de substituicdo renal no estado do Pard, com alta
concentracdo de aparelhos para realizacdo de hemodialise. O projeto foi aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical, CAAE:
65456417.7.0000.5172 (ANEXO A).

4.1 Delineamento experimental

Os sujeitos foram recrutados da Clinica Top Nefro, que atende em torno de 210
pacientes renais crénicos em hemodialise em trés turnos - manha, tarde e noite. A sessdo de
hemodialise é realizada trés vezes por semana uma vez ao dia com duracdo média de 4 horas.
Contudo, nosso estudo realizou selecdo apenas nos turnos da manha e tarde, uma vez que o
grupo da noite inicia a sessdo de hemodiélise as 16h, periodo inviavel para realizagdo de
colheita de sangue em jejum. A partir disso, foi realizado o convite direto aos pacientes que
atendessem aos critérios de inclusdo estabelecidos para o estudo (Quadro 2). Os voluntarios
que aceitaram participar do projeto foram esclarecidos quanto aos objetivos, protocolos
empregados, 0s possiveis desconfortos e sobre a possibilidade de desisténcia da pesquisa a
qualquer momento conforme a sua vontade. Em seguida, os sujeitos que estiverem de total
acordo com o estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que

permitird a utilizacdo dos dados coletados nesta pesquisa (APENDICE B).
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Quadro 4 — Critérios utilizados na pesquisa para selegdo dos pacientes participantes da pesquisa

§Critérios de incluséo
: v" Serdo incluidos na pesquisa pacientes de ambos 0s sexos;
v' Idade acima de 18 anos; :
v' Possuir diagnéstico de Doenca Renal Cronica, segundo a taxa de filtracdo glomerular,g
no estagio G5 (NKF/KDIGO, 2013); ’
v" Possuir fistula arteriovenosa como acesso vascular;

v Possuir no minimo seis meses de tratamento em hemodiélise.

§Critérios de excluséo

v Fumantes; :
: v' Pacientes com doencas autoimunes e infecciosas, cancer e AIDS (Sindrome da§
imunodeficiéncia adquirida); :
: v" Pacientes com nivel de fésforo e potassio sérico acima de 5,5 nmol/L;

v’ Pacientes em uso de drogas catabolizantes (ex. antiinflamatérios) e suplementos§

vitaminicos antioxidantes.

.......................................................................................................................................................

Fonte: Autor.

Apds a selecdo dos participantes pelos critérios de inclusdo e exclusdo, foi
determinada uma numeracdo pelo site (www.randomizer.org) para cada individuo e partir
disso uma pessoa que desconhecia a pesquisa realizou a alocagdo dos individuos em dois

grupos como observado no fluxograma abaixo (Figura 3).


http://www.randomizer.org/
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Figura 3 — Fluxograma de alocagdo, acompanhamento e analise dos pacientes participantes do estudo.
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Fonte: Autor.

4.2 Experimento

Na suplementacdo foi ofertada uma quantidade de 20 mL do suco de acai (Euterpe
oleracea Martius) equivalente a 250 mL do suco, que foram clarificados, liofilizados e
seguros no aspecto microbiolégico e gentilmente fornecidas por um processo patenteado
licenciado pela Amazon Dreams e pela Universidade Federal do Para (Pl 1003060-3) (Belém,
Par4, Brasil) (ROGEZ et al., 2012; POMPEU et al., 2012). Quanto & palatabilidade, apesar de
ndo ter sido realizada analise sensorial, todos os pacientes aceitaram prosseguir na pesquisa. O
acai foi oferecido, sem o acréscimo de farinha de mandioca ou tapioca ou agucar no final de
cada dialise, uma vez por dia, trés vezes por semana no periodo de 8 semanas no Centro de

Hemodialise (Figura 4).



Figura 4 — Desenho do estudo experimental
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Fonte: Autor. http://www.institutoendovascular.com.br/doencas-vasculares/fistula-para-hemodialise/.

Durante o periodo de intervencao foi realizado a anotacdo dos exames bioquimicos de
rotina da clinica por meio dos prontuérios, que incluem: Kt/V (indice cinético de adequacio
de didlise, onde K: depuracdo de uréia do dialisador; t: tempo de tratamento, V: volume de
distribuicdo da uréia), creatinina, fosforo, potéassio, hemoglobina, albumina, potassio e

paratorménio. O acompanhamento dos exames bioquimicos e dos marcadores de estresse

oxidativo foi realizado antes da suplementacdo e ap0s a suplementacéo.

Quanto a avaliacdo antropométrica, foi realizada antes do periodo de suplementacdo
com o acai e apds o periodo de suplementacdo, constando se do peso aferido em balanca
eletronica (Filizola, Sdo Paulo, Brasil), e para a altura foi medida utilizando-se estadiémetro
(Alturexata®). Com os dados destas medidas foi realizado o calculo para o indice de Massa
Corporal (IMC), classificado segundo referéncias estabelecidas (LIPSCHITZ, 1994; WHO,

1995).

4.2.1 Coleta de informagdes demograficas e clinico-epidemioldgicas

As informagbes demogréficas e clinico-epidemiolégicas foram coletadas no inicio da
intervencgdo, atraves de um protocolo com perguntas abertas e fechadas que contemplaram

nivel socioeconémico (ABEP, 2015), estado civil, escolaridade, telefone, ocupacéo, renda,
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raca autoreferida e héabitos de vida — consumo de alcool e atividade fisica (MATSUDO et al.,
2001) (APENDICE A).

4.2.2 Composicao do agai administrado

O teor total de polifendis foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, cuja polpa
de acai continha 1013,2 mg de Equivalente de Acido Galico (GAE)/100 mL. As antocianinas
totais foram medidas por um método proposto por Rogez et al. (2012), com 272,1 mg de
antocianinas/100 mL. A determinacdo do potassio na amostra foi de 1174,69 mg/L realizada
em um fotdmetro de chama da marca Micronal (modelo B462).

4.2.3 Coleta de material biologico

Foi coletado a quantidade de 8 mL de sangue através de puncdo venosa, por um
profissional qualificado, na regido antecubital, com sistema a vacuo (Vacutainer®) em tubos
contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e acondicionados em gelo
para analise dos marcadores de estresse oxidativo. A colheita das amostras foi realizada e em
uma sala reservada e cedida pela clinica. O transporte das amostras foi realizado por isopor
térmico com gelox para conservacdo do material e como destino final o Laboratério de
Neuroquimica Molecular e Celular/UFPA, onde o plasma e a massa eritrocitaria foram
separadas a partir do sangue total por centrifugacdo a 3000 x g durante 15 minutos a 4°C,
extraido com pipeta automatica, acondicionado em tubos eppendorf® de polipropileno de

1,5mL e conservados a —80°C para posterior analise.

4.2.4 Determinacdo da concentracdo plasmatica de malondialdeido (MDA)

O método empregado por Draper & Hadley (1990) consiste na precipitacdo das
lipoproteinas em 10uL de plasma das amostras pela adi¢do do acido tricloroacético a 0,05 M e
0,67% de &cido tiobarbitdrico (TBAR) em 2 mg de sulfato de sodio que foram adicionados ao
precipitado e adicionadas diferentes concentracdes de MDA, cuja concentracao final foi de 0,
5, 25, 50, 75 e 100 pL para cada padrdo. A associacdo do peroxido lipidico com TBA ¢é
realizada pelo aquecimento a 100°C em banho-maria por 1 hora, seguido de resfriamento em
agua, com gelo, e adigdo de 4 mL de n-butanol. Os tubos foram agitados em agitador tipo

vortex por 30 segundos. Em seguida, centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. Para o
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branco, a amostra é substituida por &gua destilada. A absorbancia do sobrenadante €
determinada em 532 nm, a leitura foi realizada por meio do Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA) (BioTek Instruments, Inc.). A concentracdo de MDA foi expressa pM
MDA/mL.

4.2.5 Determinacdo da concentracdo plasmaética de nitritos

Os nitritos no plasma foram avaliados pelo método adaptado do Reagente de Griess
descrito por Green et al., (1982). A reacdo consiste na adicdo de diferentes concentracdes de
nitrito de sodio a 100 uM para curva padrdo em seguida em cada po¢o da curva e das
amostras acrescentou-se 50 pL de sulfanilamida mais 50 pL de N-(1-naftil)-etilenodiamina
(Reagente de Griess). O produto da reacdo é de coloracdo roxa. As amostras foram
submetidas ao leitor de ELISA com comprimento de onda de 540 nm. As concentracOes de
nitritos nas amostras foram determinadas através do fator obtido da curva padrdo com
diluicdes seriadas de nitrito de sodio a concentracfes conhecidas e 0s valores expressos em
pM.

4.2.6 Determinacéo da glutationa total (GSH total)

O ensaio proposto por Rahman et al. (2007) consiste na adicdo das amostras e 150uL
de mistura de trabalho — concentracdo determinada de tampdo 1X, 5,5’-ditiobis (2-
nitrobenzoico) e glutationa redutase — nos pocos. Em seguida a placa foi encubada por 5
minutos a temperatura ambiente agitando a placa. Por Gltimo acrescentou-se 50 pL de solugéo
de NADPH. O 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzédico) na concentracdo de 1,5 mg/mL e a glutationa
(GSH) reagem para gerar acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico e dissulfureto de glutationa
(GSSG), cujo produto obtido possui coloragdo amarela, a concentragdo de GSH na solucéo da
amostra foi determinada pela medicdo a uma absorvancia de 412 nm por 5 vezes de 1 em 1
minuto pelo ELISA. O GSH é gerado a partir de GSSG pela glutationa redutase, e reage com

5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico) novamente para produzir acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico.

4.2.7 Determinacédo plasmatica da atividade da catalase (CAT)

Foi descrito por Wheeler et al. (1990) baseado na reacdo da enzima com metanol na

presenca de uma concentra¢do otimizada de H.0.. O ensaio inicia-se com a adi¢do nos pogos
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da microplaca de 20uL de cada padrdo que consistiu de concentracGes determinadas de
paraformaldeido e tamp&o de amostra, cujas concentracdes finais foram de 0, 5, 15, 30, 45, 60
e 75uM e de 20uL de amostra de plasma. Foi adicionado 30uL de metanol, 100uL de tampao
de ensaio e 20 pL de H20: (30%) em todos os pogos. Depois agitou-se a placa por 20 min e
30 pL de hidréxido de potéssio (10M) e a mesma quantidade de purpald, uma segunda
agitacdo foi realizada durante 10 minutos. Por Gltimo acrescentou-se 10pL de periodato de
potassio. O paraformaldeido produzido é medido colorimetricamente com 4-amino-3-
hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole  (purpald) como cromogeno. O Purpald forma
especificamente um heterociclico bi ciclico com aldeidos, que mediante a alteracdo de
oxidacdo formam, da representacdo incolor da solugdo, uma cor purpura. A leitura foi
realizada por ELISA a 540 nm.

4.2.8 Determinacdo plasmatica da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A determinacdo da atividade da glutationa peroxidase pela determinacdo colorimétrica
foi realizada por meio do kit (Enzo Life Scienes, In). O método baseia-se no uso de 110 pL de
glutationa redutase, 110 pL de GSH + NADPH reconstituida e 880 pL de Tampé&o de Ensaio
e 10 pL glutationa peroxidase que compdem a amostra padréo. E por meio da adi¢do de 20
uL de hidroperoxido de cumeno as placas inicia-se a reacdo. A leitura foi realizada pelo
espectrofotobmetro (BioTek Instruments, Inc.) a 340 nm a cada 1 minuto durante 10 a 15

minutos.

4.2.9 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo (DP). A distribuicdo normal
dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis foram em sua maioria com
distribuicdo normal, exceto Kt/V, paratormonio e atividade da catalase.

O teste F foi utilizado em variaveis paramétricas independentes, e como todos
apresentaram variag0es semelhantes entre os grupos, foi aplicado o teste t de Student ndo
pareado. O teste de Mann-Whitney foi utilizado em varidveis independentes ndo paramétricas
e ordinais, e o teste qui-quadrado foi aplicado a variaveis independentes e dicotbmicas. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa Stata 14. Os testes foram ajustados com

valores de confiangca em 95% (p <0,05) e considerados significativos.
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5 RESULTADOS

As caracteristicas clinicas, atividade fisica e consumo alimentar dos pacientes de
ambos 0s grupos no inicio do estudo sdo mostradas na Tabela 2, houve diferenca significativa

em relacdo ao sexo e causa primaria da DRC.

Tabela 2 — Perfil clinico, atividade fisica e consumo alimentar antes e ap6s 8 semanas de suplementacdo com

suco de acai clarificado (Euterpe oleracea) em pacientes em HD

Parametros Grupo Acai Grupo Controle
(n=8) (n=10)
Sexo (F/M) 5/3 1/9
Idade (anos) 55,5+ 4,9 56,1+ 3,4
Causa primaria da DRC n (%)
Diabetes Mellitus - 1 (10%)
Hipertensao Arterial Sistémica 2 (25%) 6 (60%)
DM+HAS 6 (75%) 1 (10%)
Outras - 2 (20%)
Duracdo da hemodialise (meses) 50,3+11,3 53,8 £10,1
IMC (Kg/m?) 248+ 25 252+0,7
YA 1,3 (1,3-1,4) 1,2 (1,1-1,8)
Atividade Fisica n (%)
Sedentario 4 (50%) 5 (50%)
Regularmente ativo 2 (25%) 4 (40%)
Ativo 1 (12,5%) 1 (10%)
Muito ativo 1 (12,5%) -
Consumo alimentar
Energia total (Kcal) 1510,8 £473,1 1495 + 662,3
Carboidrato (g) 1545 +51,2 175,6 £ 89
Lipidio (g) 48 +24,4 63+24,9
Proteina () 63,9+ 224 73,2+27,3

Fonte: Autor. Nota: IMC: Indice de Massa Corporal. Kt/V: indice cinético de adequacdo da dialise. Dados

apresentados como média + DP. tDados apresentados como mediana e intervalo de confianga.
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Na Tabela 3 estdo descritos os efeitos da suplementacdo de acai sobre os dados

bioquimicos de

rotina.

Apenas 0s

niveis

significativamente apds 8 semanas no grupo acai e controle.

plasméticos de potassio aumentaram

Tabela 3 — Perfil laboratorial antes e apds 8 semanas de suplementacdo com suco de acai clarificado (Euterpe

oleracea) em pacientes em HD

Parametros Grupo Acai (n=8) Grupo Controle (n=10)
Baseline 8 semanas Y Baseline 8 semanas p

valor valor

Albumina 4,3+0,08 45+0,08 0820 4,3+0,07 45+0,011 0,226

(g/dL)

Creatinina 6,8+0,5 7,5+£0,3 0,462 9,205 9,6+0,8 0,315

(mg/dL)

Uréia p6s HD 32 (21,9- 35,1(19,3- 0,548 42,6(36,3- 38,7(23,3- 0,564

(mg/dL) 42,0) 50,8) 48,8) 54,0)

Hemoglobina 9,7+0,8 97+06 0498 11,3+0,5 11+0,5 0,851

(g/dL)

Potassio 50+0,1 6,3+0,7 0,020 48+01 6,1+0,3 0,002

(mg/dL)

Fosforo 40+0,3 52+04 0,486 4,9+ 0,2 49104 0,133

(mg/dL)

PTH 189,9 (114,8- 192,1(117,8 0,321 397 (327,3- 486,4 (327,1- 0,973

(pg/mL)’" 408,5) -552,8) 763,2) 767,9)

Fonte: Autor.

Nota: Dados apresentados como a média £ DP. O valor de p é representativo da analise intragrupo, os valores

foram testados com teste T de student pareado.

T Os dados sdo apresentados como mediana e intervalo de confianga.
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O gréafico 1 mostra uma diminuigdo significativa nos niveis plasméaticos de MDA
(p=0,043) e nitritos, apds 8 semanas de suplementacdo com suco de acai clarificado (Euterpe
oleracea) em pacientes em HD.

Gréfico 1— Comparacdo intra e intergrupo dos niveis plasmaticos do MDA, Nitritos e GSH total dos pacientes

em HD antes e apds a intervencdo de 8 semanas com acai (E. oleracea) clarificado
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Fonte: Autor. A suplementacdo durante 8 semanas com 20 mL do suco de acai (E. oleracea) clarificado alterou
significativamente os niveis plasméticos do malondialdeido. Os dados plasméticos de (A) malondialdeido, (B)
Nitritos e (C) glutationa total foram representados em média + desvio padrdo (Grupo Agai n=8; Grupo Controle
n=10). * p<0,05.
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No grafico 2 observam-se os niveis das enzimas CAT e GPx ap0s 8 semanas de

suplementacdo com suco de agai clarificado (Euterpe oleracea) em pacientes em HD.

Graéfico 2 — Comparacdo intra e intergrupo dos niveis plasmaticos da CAT e GPx dos pacientes em HD antes e

apos a intervencdo de 8 semanas com acai (E. oleracea) clarificado
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Fonte: Autor. Efeitos da suplementacéo durante 8 semanas com 20 mL do suco de acai (E. oleracea) clarificado
sobre atividade das enzimas antioxidantes. Os dados plasméticos da atividade da (A) catalase e (B) glutationa
peroxidase foram representados em média + desvio padrdo (Grupo Agai n=8; Grupo Controle n=10). * N&o foi

encontrada diferenca estatistica significante.
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6 DISCUSSAO

Elaboramos uma intervencdo dietética para identificar os parametros de estresse
oxidativo em pacientes com DRC em hemodialise e demostramos pela primeira vez que a
suplementacdo oral com acai por 8 semanas foi capaz de diminuir os niveis plasmaticos de
MDA.

Realizamos uma intervencéo clinica pioneira com o acai clarificado, modelo ideal para
avaliar o impacto de componentes fenolicos isolados, e com alta capacidade antioxidante,
semelhante ao efeito do acido ascorbico (1 mg/mL) (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015). Em
comparagdo com outros alimentos com capacidade antioxidante, o agai ofertado neste estudo
tem maior teor de polifendis totais (1013,2 mg 100g-1 GAE/100 mL) que maca, mirtilo,
framboesa, amora, amora e morango (WANG et al., 2000; PACHECO-PALENCIA et al.,
2007; PEREIRA et al., 2015). Além disso, a ingestdo de um suco de 120 mL contendo uma
mistura de frutas e bagas, incluindo predominantemente o agai, em humanos, mostra um
aumento significativo na capacidade antioxidante do sangue uma hora e duas horas apds o
consumo (JENSEN et al., 2008).

O mecanismo que explique tal efeito antioxidante parece ser devido a remocéo direta
de EROs e prevencdo da reducdo do nivel de sulfidrilas (BARBOSA et al., 2016; BONOMO
et al., 2014). Sabe-se que a ativacdo de fatores de transcricdo via EROs acontece pela
transducdo de sinal em cascata de sinalizacdo (BIRBEN et al., 2012). O acai parece estar
envolvido na diminuicdo dessas vias como a NF-xB e proteina quinase ativada por mitégeno
p38 (p38BMAPK) e translocacgéo e indugdo da expressdo da via Nrf2 (BONOMO et al., 2014,
PEIXOTO et al., 2016; POULOSE et al., 2017; XIE et al., 2012).

Sabe-se que a atividade antioxidante diminue em pacientes em hemodialise, o que
pode contribuir para 0 aumento do dano oxidativo e complicac@es renais (LIAKOPOULOS et
al., 2017). Varios fatores, como a uremia, podem estar relacionados a maior producéo de ERO
e a atenuacdo complementar da depuracédo de pro-oxidantes e a defesa antioxidante (DUNI et
al., 2017).

Encontramos reducéo nos niveis plasméaticos de MDA apds a suplementagdo com acai,
um parametro associado a progressao dos estagios da DRC (XU et al., 2015). Em um estudo
randomizado duplo-cego, controlado por placebo, cruzado com 12 individuos saudaveis,
mostrou que o agai, principalmente na forma de antocianinas, predominantemente cianidina 3-
rutosideo, cianidina 3-diglicidina e cianidina 3-glicina, foi capaz de inibir peroxidacao lipidica

(EL MORSY et al., 2015). O mesmo foi observado em mulheres saudaveis ap6s 200g/dia de
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consumo de polpa de acai (PALA et al., 2017). Corroborando com esses achados, em modelo
animal de hipertenséo renovascular, causador de dano oxidativo no rim, o extrato de acai em
torno de 200 mg/kg, também foi capaz de prevenir a peroxidacdo lipidica (COSTA et al.,
2017). O mecanismo envolvido parece estar relacionado as antocianinas que tém um papel
importante na protecdo das células do dano oxidativo, reducdo de EROs produzidas nas
células polimorfonucleares e reducdo da migracdo de pro-inflamatérios (JENSEN et al.,
2008).

No entanto, ainda é incerto se a peroxidacdo lipidica pode ndo ser apenas a causa, mas
também o resultado do dano celular, j& que a progressdo dos estagios da DRC esta associada
ao aumento do MDA e do consumo de enzimas antioxidantes e por outro lado pode ser
ocasionado pela bioincompatibilidade da membrana dialisadora que leva a reacdes alérgicas
decorrentes da sensibilizacdo ao componente da membrana e a ativacdo do complemento
induzida pela membrana (TOBOREK et al., 1992; XU et al., 2015).

Em geral, ainda € impreciso assumir um efeito dose-tempo devido a auséncia de
avaliacdo nos estudos realizados quanto a baixa biodisponibilidade de antocianinas nos
organismos e os fatores de absor¢éo associados que levam a componentes sinérgicos do acai e
efeitos metabdlicos que induzem a modificacdo da microbiota intestinal (FERNANDES et al.,
2014).

Nosso trabalho sugere que a suplementacdo com acai, cuja quantidade foi
aproximadamente metade da consumida habitualmente pela populacdo paraense, pode ser
benéfica na protecdo contra danos causados pelo estresse oxidativo e segura a medida que
ndo héa relatos indicando efeitos adversos a salde com a ingestdo de antocianinas em niveis
normais de ingestdo dietética (BURTON-FREEMAN et al., 2016).

Apesar da elevada quantidade de potassio presente no acai e 0 achado de aumento dos
niveis séricos de potassio em ambos 0s grupos, acreditamos que tenha sido influenciado por
outros fatores como a prescricdo de inibidores da enzima conversora da angiotensina e do
bloqueador do receptor da angiotensina, bem como a presenca do Diabetes Mellitus e do sexo
masculino (NAKHOUL et al., 2015; GILLIGAN et al., 2017). Além disso, a quantificacdo
das recomendacBes do acai ainda é necesséria porque os fatores de interacdo dietéticos e
farmacologicos séo desconhecidos (FERNANDES et al., 2014).

Temos como fator limitante deste trabalho, o pequeno tamanho da amostra, a auséncia
da avaliacdo da capacidade antioxidante e os niveis plasméticos totais dos compostos

fenolicos. No entanto, realizamos um estudo piloto pioneiro e randomizado que obteve
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associagao tempo-resposta entre o suco de acai clarificado e a reducdo na peroxidacgdo lipidica
em pacientes em hemodialise.

Em conclusdo, o consumo de acai clarificado durante oito semanas melhorou a
peroxidacdo lipidica em pacientes em hemodialise. Esse resultado indica a promissora
aplicacdo do agai como agdo antioxidante em humanos associada a doenca. A partir deste
achado, estudos futuros em popula¢Ges maiores sdo necessarios para verificar o quanto o agai

é capaz de auxiliar no combate as sequelas dos radicais livres.
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7 CONCLUSAO

O consumo de agai clarificado em 8 semanas melhorou a peroxidacéo lipidica em
pacientes em pacientes em HD. Esse resultado indica a promissora aplicacdo do acai como
acdo antioxidante em humanos associado a doenca. A partir desse achado é necessario estudos
futuros em populacGes maiores para verificar quanto o acai é capaz de auxiliar no combate as

sequelas dos radicais livres.
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APENDICE A — Questionario com questdes demogréficas e clinico-epidemioldgicas.

Nome: Telefone:
Ocupacio atual/anterior:

Idade:

Renda mensal:

Sexo:

Uso de bebidas alcoélicas: ( ) Sim ( ) Nao
Comorbidades:

Escolaridade:

Consumo de dlcool ( ) Ndo ( ) Sim

Quantidade

Qual nivel de estresse da profissdo?

() Trabalho normal em ambiente tranquilo

() Trabalho com estresse e preocupacio moderada
() Trabalho estafante em ambiente estressante

() Aposentado ou nio trabalha

Estado conjugal:

Apresenta algum sinal e/ou sintoma?

Tempo de hemodiilise:

Usa suplemento de ferro?
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENd LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO: Efeitos da suplementacédo com acai (Euterpe oleracea) sobre marcadores de
estresse oxidativo em pacientes com doenca renal cronica em hemodiélise

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa “Efeitos da suplementacéo
com acai (Euterpe oleracea) sobre marcadores de estresse oxidativo em pacientes com
doen¢a renal cronica em hemodialise”. Esta pesquisa visa analisar 0s exames que
identificam a condicdo que acumula muitas substancias toxicas, os radicais livres, que em
excesso leva a condicdo conhecida como estresse oxidativo e assim verificar se 0 acai pode
influenciar na melhora da sua satde. O trabalho pretende confirmar os efeitos positivos na
salde dos pacientes. Assim podera beneficiar na recupera¢do ou minimizacao dos efeitos da
doenca renal crénica no tratamento dialitico. Poderdo participar da pesquisa pacientes com
doenca renal crénica em hemodialise, de ambos os sexos, ndo fumantes, idade acima de 18
anos e que tenham fistula arteriovenosa como acesso vascular (¢ uma pequena cirurgia que €
realizada para ter acesso aos vasos do organismo para que assim o0 sangue possa ser filtrado).
N&o poderdo participar pacientes com doencas como lupus, artrite reumatoide, doencas da
tireoide e infecciosa, cancer e AIDS; pacientes com nivel de fésforo acima de 5,5 mg/dL;
pacientes em uso de drogas que levam ao emagrecimento, de vitaminas e que fagam consumo
alimentar de acai frequente.

Caso aceite participar da pesquisa, vocé precisara responder algumas perguntas que
serdo feitas e iremos verificar seu peso, altura e faremos perguntas sobre o0 que Vocé come ao
longo do dia. Apos isso, uma amostra de 8 mL de sangue e 2 mL de urina que serdo coletados
para verificar além dos exames de rotina que vocé ja realiza, exames novos tais como a 8-
hidroxi-2'-deoxiguanosina (verifica o dano no DNA, ou seja, a molécula que guarda a
informacdo genética) catalase (verifica se 0 seu organismo esta em boas condicbes de defesa),
malondialdeido (¢ uma substdncia que indica a quantidade de produtos toxicos no seu
organismo) e a producao total de dxido nitrico (€ uma substancia que ajuda na memoria, no
aprendizado e na reacao do organismo a uma infeccao ou lesdo dos tecidos).

Logo apds vocé ird tomar 1 copo de acai durante 21 dias no horario do lanche durante
a hemodiélise, antes de tomar o acai, coletaremos uma amostra de sangue e urina e apés 21
dias faremos a ultima coleta.

Ressaltamos que ndo havera despesa pela participacdo assim como nao havera forma
de pagamento pela participagdo. Certificamos que ndo serd guardado para material para fins
de outras pesquisas.

Poderdo ocorrer pequenos traumas no momento da colheita de sangue, comumente
observados na rotina da coleta, para reduzir o risco, sera utilizado material descartavel e a
colheita sera realizada por profissional habilitado. Quanto a quantidade de sangue e urina
coletadas, fazem parte da rotina clinica do tratamento dialitico. Ressalta-se que todos os dados
para a pesquisa serdo coletados a partir desta quantidade. Caso haja alguma intercorréncia, o
médico nefrologista da clinica dara o suporte necessario.

Podera ocorrer o desconforto gastrico, tais como obstipacdo intestinal e flatuléncia,
proveniente do limitado consumo de fibras pela restricdo de alguns alimentos (legumes,
verduras e frutas) que ndo poderdo ser consumidos no periodo da oferta de acai. Entretanto,
para minimizar possiveis desconfortos dos participantes do estudo, terdo acompanhamento de
nutricionista e médico assistente.
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E garantido o direito de n&o aceitar participar ou de retirar sua permisso, a qualquer
momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo, pela sua deciséo.

Espera-se que os resultados deste estudo mostrem que a ingestdo de acai exerca um
impacto positivo na melhora do paciente renal cronico particularmente aos submetidos a
terapia dialitica, incluindo a melhora na resposta das defesas antioxidantes e nos parametros
clinicos. Assim poderé beneficiar na recuperagdo ou minimizacao dos efeitos da Doenca renal
cronica no tratamento dialitico.

As informacOes desta pesquisa serdo confidenciais, e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicac6es cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacéo.

No caso de divida podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para (CEP-
ICS/UFPA): Av. Generalissimo Deodoro, n® 92, Umarizal. CEP: 66055-240 - Belém, Para, Brasil.
Tel. 32016857. E-mail: cepbel@ufpa.br.

Responsavel:lsabelle Christine Vieira da Silva Martins
End: Av. Generalissimo Deodoro, 92. Fone: 98123 5419

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, fui informado (a) e
esclarecido (a) sobre todos os riscos e beneficios, desenvolvimento e procedimentos neste
projeto intitulado “Efeitos da suplementagdo com agai (Euterpe oleracea) sobre marcadores
de estresse oxidativo em pacientes com doenga renal cronica em hemodialise” bem como a
garantia de privacidade e anonimato. Diante do exposto expresso minha concordancia de
espontanea vontade em participar deste estudo.

Belém, / /

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do responsavel
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica.

UFPA - NUCLEQ DE MEDICINA
TROPICAL-NMT

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADGS DO PROJETD DE PESGINEA

THulo da Pesquiza: E=ios d3 suplementacso com agal (Sulepe oleracea) sove marcadores de eslnssse
auidativg em paciemes com Jo2nca renal chonkca em hemodialse

Pesquisador: lsabede Chrisine Vigra da Shva Marins

Araa Tematica:

Versdo: 2

CAAE: Be400317.7.0000.5172

InstitulgSo Proponants: Niceo de Medidna Tropical-NMT! Universidade Fegerl 0o Para - UFPA
Pafrocinador Principal: Financiamenio Proprio

DADDE DO PARECER

Mumero oo Panecer: 2338751

& preeantacio do Projeto:

0 Projeto em guestio & um prépmjeto de uma Tese de Doutorado que emvoive 3 moniEzagso doe efshos
da polpa do fruto do agal em pacientes hemodialiticos em uma Clinica particular especlallzada em
Hemodidlise & wisa avallar 3 contribulcda do efelto antiouddanie dos compaosios fendlicos presenies neste

fruto amardnico frente acs mecanismos Nslopabahdglcns qUE PrOVDCEM aUments dos pertuidos de oxigenio
e pacenies que esiio passando por ratamento de Hamodialss

Objetivo da Paaquisa:
A pesqUEsa Bm como aojethvo geral avallar o5 efeitos da suplemantado oral com agal s00ne Martadons e
esiresse oxldativo em pacientes portadores de doenga renal crinica em hemodialise. Os oojetivos

especions 530 avalar 0 ames e 0 3pds 3 suplementaao oral com 303l nos pacienias com DRC em HD no
qual prefende-se: 1 - Avallar os nivels 43 3-hidried-Z"-gepadquanosing na unna2 - Avallar osnivels de

malondialdeldo, catalase e producao fotal de dxido nitrico no sangue:3 - Avallar comparar cs perfls dos
pardmetnes mogquimicos & aniropométices dos pacienies suplementadas @ ndo sumementadios.

Avallaiao oos Riscos & Benafcios:

5 5006 & beneficios estSo bem exposios no TCLE. Como isco & Infomatio pela pesquisadora fala que o
procedimento pods QeTar LM pequend descononD gastics, que sara minimizado pelo

Baireo: LUmsrzsl CEP. 05
UF: P& Munbsign: SELEW
Tebaform. (0200000 E-mall: cosbaifuipe by

PR O e 0O
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acompannamento de UM NUANCIoNISta. © DU MSCO QUE & 3 retirada oe B mi de sangue do paclente serd
minimizago peio acompanhamenio de um madico nefropata

Havena a possbilldade de dminuir ests quanidade. Este aspacio o fsco ndo fl abordado.
Comentarios & Consldaragies sobre 3 Pasquiza:

A pesquisa tem relevancia clantifica, pais 0 estuto para medkdas 4o stress owidativo @ suas complicaghes
em pacientes costumam ser escass0s. EStes pacientes s30 g2 dificll manuselo $inico @ bastante
compometidos meEbilicamenie e nuirdonalimente. & relevdnda malor deste eshadd esE em Invesigar o5
efelitos antloxidantes de uma futa da nossa regldo amazinica que & amplaments consumida pela populacio
e gefal e que dados 0 terabura demonsram razsr dversss benaflcios 3 salde comd falor amioddante &
prevenindo compiicagies patologicas.

Conalderagdes sobre 08 Termos 08 Aprassntaglo obrigatona:

A Pesquisadora apresentou todos 05 documentos necessarios a0 acelle do projeto como o Projeto
coMEietn, resUTa conendo oiiethves gerdis @ especilcos, 1Mo de acelte do Orertador, termo de aceite
dio local onde sera desenmvolvida 3 coleld e o de acefie do Inzal onde sera redllzada a parte analitico-
|abOrNDral, CONoQrama & ONAMeno oo projen.

Concluadon ou Penténcias & Liata 08 Inacoquagies:

Todas a5 penddnelas ames refanidas foram comigides: foam apresentades a5 apdes que serdo reallzadas
para minimizar o fsco o descontorto gastrico e da coleta de 5 mi de sangue. O TCLE fol adequado as
exlgancias & cronograma fol revisto.

Conalderagies Finals a critério do CEP:

Ezls parecs Tl elaborado basaado nios docurmsntos abalxo retachonatos:
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