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RESUMO

Fundamento: A doenca cardiovascular é a principal causa de mortalidade e
morbidade no mundo. O estresse oxidativo pode gerar danos ao DNA, a
membrana lipoprotéica com implicagcbes na patogénese das doencas
cardiovasculares.

A reabilitacdo cardiaca € indicada com o intuito de garantir a restauracdo das
funcdes fisicas, psicossociais de pacientes com doenca cardiaca, bem como

para a prevencgédo de eventos cardiovasculares e redugao da mortalidade.

Objetivo: Verificar se o estresse oxidativo (avaliado através de marcadores
bioguimicos) € atenuado por um programa de reabilitacdo cardiaca em
pacientes coronariopatas cronicos revascularizados.

Paciente e Métodos: Estudo quase Experimental, com séries temporais. A
populacdo do estudo foi constituida por 40 pacientes com doenca coronariana

cronica estavel que se submeteram a cirurgia de revascularizacdo miocéardica.

Resultados: Ao longo do estudo verificou-se ap0s as sessdes de reabilitacao
cardiaca, uma reducao gradual nos niveis de TBARS, da proteina carbonilada
e, aumento dos niveis de substancias antioxidantes (GSH, CAT e GPx), ndo
tendo sido verificada o aumento da SOD. Foi verificada uma melhora
expressiva do acido Urico e da capacidade antioxidante total avaliada atraves
do Frap.

Concluséo: O exercicio fisico regular através de um programa de reabilitacdo
cardiaca pode atenuar o0 estresse oxidativo em pacientes coronariopatas
cronicos revascularizados.

Palavras chaves: Estresse oxidativo, doenca arterial coronariana, cirurgia de

revascularizacdo miocérdica.



ABSTRACT

Background: Cardiovascular disease is the main cause of mortality and
morbidity in the world. Oxidative stress can cause DNA and lipoprotein
membrane damage with implications in the pathogenesis of cardiovascular
disease. Cardiac rehabilitation is indicated in order to guarantee the restoration
of physical and psychosocial functions of patients with heart disease as well as
to prevent cardiovascular events and reduction of mortality.

Objective: Check whether oxidative stress is attenuated by a cardiac
rehabilitation program in revascularized patients with coronary artery disease.
Methods: Experimental study.The study population consisted of 40 patients
with chronic stable coronary artery disease who underwent bypass surgery.
Results: Throughout the study there was after the sessions of cardiac
rehabilitation, a gradual reduction in the levels of TBARS, carbonyl protein and
increased levels of antioxidants (GSH, CAT and GPx) and has not been verified
increased SOD. A significant improvement in uric acid and total antioxidant

capacity assessed by Frap was verified.

Conclusion: Regular exercise through a cardiac rehabilitation program can
attenuate oxidative stress in revascularized patients with coronary artery
disease.

Key words: oxidative stress, coronary artery disease, coronary artery bypass

surgery.
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1. INTRODUCAO

A doenca cardiovascular é a principal causa de mortalidade, morbidade e
incapacidade no mundo.® A aterosclerose, processo patolégico mais comum
associado a doenca cardiovascular, representa um estado de estresse
oxidativo elevado caracterizado por peroxidacdo lipidica e protéica.>® A
oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL-0x) é o primeiro passo para
o desenvolvimento e progresséo da aterosclerose e doenca arterial coronariana
(DAC). O estresse oxidativo é também considerado fator central na disfuncao
endotelial e ruptura de placa.”*

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes com
predominio do primeiro, que resulta em aumento da formacdo de radicais
livres.>® O estresse pode gerar danos ao DNA (4cido desoxirribonucléico), as
membranas lipidicas (avaliadas por TBARS- substancias reativas ao acido
tiobarbitirico) e as proteinas (avaliadas por carbonilacdo de proteinas/PC-
Proteina carbonilada).®

Se a formacgéo dos radicais livres excede a capacidade antioxidante, os
lipideos, as proteinas e outros componentes da célula podem ser oxidados. ’
Para evitar o acumulo de radicais livres e reduzir ao minimo o estresse
oxidativo, o organismo utiliza o sistema de defesa antioxidante, pois, em
sistemas bioldgicos, as células respondem ao estresse oxidativo mediante a
inducdo das defesas antioxidantes. ®

O sistema de defesa antioxidante divide-se em enzimatico e n&o
enzimatico. O enzimético inclui a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPX). O ndo enzimatico
inclui, glutationa reduzida (GSH), FRAP (ferric reducing antioxidant) que avalia
a capacidade antioxidante do plasma, acido Urico e outros ingeridos através da

dieta regular ou suplementos como o &cido ascérbico e alfa tocoferol. >¢°

Durante o exercicio, 0 consumo de oxigénio aumenta 10 a 20 vezes em
relacdo ao repouso. Tanto o exercicio aerobico, quanto anaerdbico, contribui

para esse aumento dando lugar a niveis elevados de radicais livres,
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modificando assim, o estado redox da célula® que, quando n&o
contrabalancado se manifesta como dano oxidativo a nivel muscular
esquelético, assim como, cardfaco. >

Estudos relacionando exercicio ao estresse oxidativo comprovam a
presenca de um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidante e antioxidante,
com consequente dano a lipideos e as proteinas de membrana, assim como ao
DNA. 2 Senturk et al., avaliando atletas em um teste incremental maximo,
observaram dano as proteinas.'® Michailidis at al. realizaram um teste de
exercicio em onze (11) individuos nao treinados tendo observado niveis
significativamente elevados de TBARS sanguineo apés o exercicio. **

Ndo obstante, o treinamento fisico regular promove adaptacdes no
organismo, podendo prevenir a formacdo exagerada de radicais livres (RL) no
exercicio, com provavel melhora na atividade antioxidante no sentido de
garantir o equilibrio oxidativo. ®*

Os programas de reabilitacdo cardiaca com foco na pratica de exercicio
fisico foram introduzidos no Brasil na década de 1960, com o intuito de garantir
a restauracdo das funcles fisicas, psicossociais de pacientes com doenca
cardiaca, bem como na prevencao de eventos cardiovasculares e reducdo da
mortalidade. *® A organizacdo mundial de saude (OMS) caracteriza a
reabilitacdo como a integracdo de intervencdes, para assegurar as melhores
condicbes fisicas, psicolégicas e sociais para 0 paciente com doenca
cardiovascular. *” O primeiro consenso nacional de reabilitacdo cardiovascular,
definiu a reabilitacdo cardiaca como ramo da cardiologia que, implementada
por equipe multidisciplinar permite a restituicdo, ao individuo, de uma
satisfatoria condicéo clinica, fisica, psicologica e laborativa. E, prevé indicacao
do treinamento fisico ao paciente pés- revascularizacdo miocardica. * A
indicacdo de reabilitacdo cardiaca para coronariopatas € inquestionavel, diante
das evidéncias sobre custo-efetividade e do numero de individuos que
necessitam ser tratados para que o beneficio do tratamento (morte e infarto do

miocardio ndo fatal evitados) ocorra em um paciente. *"*®

Portanto, o presente estudo tem como objetivo primordial, verificar se o

estresse oxidativo € atenuado por um programa de reabilitacdo cardiaca em
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pacientes coronariopatas crénicos revascularizados mediante analise do

comportamento dos marcadores bioquimicos do estresse oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Para o levantamento da literatura foram utilizadas as seguintes bases de
dados cientificas na ordem: PubMed, MEDLINE (Literatura Internacional em
Ciéncias da Saude), LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude), SCIELO (Scientific Electronic Library Online), sem
determinacao de um periodo definido. Também foram utilizadas a SCOPUS e a
WEB OF SCIENCE.

Para a busca no PubMed/MEDLINE foram usados no campo "Mesh
terms”, "oxidative stress", "heart disease", “coronary artery disease” e no
campo "All fields", as palavras "physical activity", "physical exercise",
"antioxidants" e "enzymatic antioxidants". A combinacdo entre essas palavras
foi feita utilizando os operadores booleanos AND, OR e AND NOT. Foram

utilizados os filtros espécie (humanos) e lingua (Inglés, portugués e espanhol).

Para a busca na LILACS foram realizadas trés estratégias: 1°- Foi utilizado o
descritor de assunto “estresse oxidativo”, “revascularizacdo miocardica”; 2°- Foi
utilizado o descritor de assunto “doenga arterial coronaria”; 3°- Foram usados

os operadores booleanos “AND” e “OR”.

Na SCIELO a pesquisa foi no método integrado com as palavras estresse

oxidativo e exercicio fisico.

Na WEB OF SCIENCE e na SCOPUS foram pesquisados os termos
"oxidative stress" AND “physical exercise” AND “heart disease’OR “coronary

artery disease” sem limite no periodo de tempo.

Apoés esse levantamento inicial da literatura foi realizado outro com o
objetivo de pesquisar doenca arterial coronaria, estresse oxidativo, cirurgia de
revascularizacdo miocéardica e reabilitacdo cardiaca, na mesma ordem, mas,

sem sucesso, quer na LILACS quanto na SCIELO.
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2.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € o termo geralmente usado para descrever 0s
danos causados pelas espécies reativas do oxigénio nas moléculas ou no
organismo. O nivel do estresse oxidativo € determinado pelo balanco entre a
atividade pro-oxidante e a atividade antioxidante. Assim, o estresse oxidativo é
o desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes que resulta em aumento da
19,20,21

formacdo de radicais livres e induz aumento de injurias oxidativas.
(Figura 1).

O corpo humano sofre constantemente acdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) geradas por alguma disfuncéo biolégica ou até mesmo,
provenientes da dieta. As ERO dividem-se em, radicalares: hidroxila (HOs),
superoéxido (O,*-), peroxila (ROQ¢) e alcoxila (RO+) e ndo-radicalares: oxigénio,
peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Enquanto alguns deles podem ser
altamente reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros

sdo reativos apenas com os lipidios. %

O principal mecanismo de lesédo é a lipoperoxidacdo (LPO), ou seja, a
oxidacdo da camada lipidica da membrana celular. 2 O estresse oxidativo pode
gerar danos as proteinas e ao DNA, provocando diversas alteracdes na funcao

celular e tecidual.'® 2> 23

B . e - —

A producdo excessiva de radicais livres ou a
reducdo das defesas antioxidantes caracteriza o
chamado Estresse Oxidativo

J

Pré-oxidantes

Pré-oxidantes

Antioxidantes
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Figura 1. llustracdo de como a producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio gera um

desequilibrio oxidativo (Estresse oxidativo).

Os efeitos benéficos das ERO envolvem papel fisioldgico na resposta
celular & anoxia, como por exemplo, na defesa contra agentes infecciosos e na
funcdo de um numero de sistemas sinalizadores celulares. Um exemplo de sua
acdo benéfica € na diferenciacdo celular onde as ERO sao indutores de
resposta mitogénica. 2*

Em contraste, em grandes concentracdes, as ERO podem mediar danos
as estruturas celulares, incluindo lipidios e membranas, proteinas e &cido
nucléico, o chamado estresse oxidativo. ** O efeito deletério das ERO é
balanceado por acdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e ainda
por antioxidantes nutricionais.?

O estresse oxidativo tem sido implicado em uma série de doencas
humanas, assim como no processo de envelhecimento. 2* O delicado equilibrio
entre efeitos benéficos e nocivos das ERO é um aspecto muito importante a ser
considerado nos organismos, realizado através de mecanismos chamados de
"regulacéo redox". O processo de "regulacdo redox" protege os organismos do
estresse oxidativo e mantém a “homeostase redox”, através de uma fina

regulacdo. %

2.1.1 Radicais livres

Radical livre € um atomo ou molécula altamente reativo que possui um

elétron desemparelhado na Ultima camada eletrdnica (Figura 2). 262728
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Figura 2. Estrutura de um radical livre evidenciando a presenc¢a de um elétron desemparelhado

na ultima camada.

Dentre eles destacam-se o radical superdxido e radical hidroxila. Sendo
que, o radical superdxido ocorre em guase todas as células aerbbicas e €
produzido durante a ativacdo maxima de neutrofilos, monécitos, macréfagos e
eosindfilos. E, o radical hidroxila é a espécie mais reativa em sistemas
biolégicos.?® O peréxido de hidrogénio apesar de ndo ser um radical livre, por
nao apresentar elétron desemparelhado na sua ultima camada, é considerado
um metabdlito do oxigénio bastante deletério, pois, participa da geracdo do
radical hidroxila (OH®).%

Os radicais livres de oxigénio (RLO) sdo produzidos naturalmente em
Nosso organismo através de processos metabdlicos oxidativos e, sdo de
extrema utilidade, na ativacdo do sistema imunologico (exemplo, uso de
peréxido de hidrogénio pelos macrofagos para destruir bactérias),
desintoxicacdo de drogas e, na producgdo do 6xido nitrico (NO), extremamente

importante no relaxamento vascular. °

Aproximadamente 85% a 90% do oxigénio que respiramos séo utilizados
pela mitocondria, através da cadeia transportadora de elétrons (Figura 3) *° e,
10% a 15% restantes sao utilizados por diversas enzimas oxidases e

oxigenases e também por reacées quimicas de oxidac&o diretas. °
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Figura 3. Cadeia transportadora de elétrons.

Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a enzima
citocromo oxidase (equacdo 1) remove um elétron de cada uma das quatro
moléculas reduzidas de citocromo c, oxidando-as e, adiciona os quatro elétrons
ao O, para formar agua. Os restantes sdo reduzidos de forma univalente em

metabdlitos denominados espécies reativas de oxigénio. >

Equacéao 1- reducdo tetravalente do oxigénio

O, + 4e” + 4H"— 2 H,0 + energia

2.1.2_Espécies reativas de oxigénio (ERO)

O oxigénio tem forte tendéncia a receber um elétron de cada vez, em
virtude da sua configuracdo eletrnica, favorecendo a formacdo de espécies

reativas de oxigénio, conforme se segue em equacdes abaixo: % 2% 3!

a) A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado
fundamental favorece a formagé&o do radical superoxido (Oy).
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Equacédo 2: O, + e — Oy

b) O anion superdxido ao receber mais um elétron e dois ions de
hidrogénio, forma peroxido de hidrogénio (H,O,), através do processo de
dismutacao, reacao catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD) que é

encontrada em quantidades elevadas nas células de mamiferos.
Equacéo 3: 20, + 2H*—°°- H, 0,

¢) Quando o peréxido de hidrogénio (H,O,) recebe mais um elétron e um
fon hidrogénio, da-se a formacédo do radical hidroxil (OH’), o mais reativo dos
intermediarios, pois pode reagir e alterar qualquer estrutura celular que esteja
proxima e assim influenciar enzimas, membranas e até mesmo A&cidos

nucléicos. 1% 263!

O radical hidroxil pode ser formado quando o H,O, reage com ions ferro

ou cobre (reacdo de Fenton).
Equacéo 4: Fe?*/Cu* + H,0, — OH’ + OH ™ + Fe*'/Cu®

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacéo entre
H,O, e anion superéxido, dando a formacédo do radical hidroxil (reacdo de
Haber- Weiss).

Equacdo 5: H,0, + O, - OH' + OH + O,

Os radicais superoxido e hidroxil sdo considerados radicais livres, pelo
fato de apresentarem elétrons desemparelhados em sua Ultima camada
eletronica. O peroxido de hidrogénio ndo é um radical livre, no entanto,
representa um metabolito de oxigénio parcialmente reduzido. Os metabdlitos
derivados do oxigénio sdo chamados espécies reativas de oxigénio (ERO), em
funcdo da aumentada reatividade para as biomoléculas e alteram o tamanho e
a forma dos compostos com os quais interagem. E, o radical superoxido pode
reagir com o oxido nitrico (NO), uma espécie reativa de nitrogénio, gerando
peroxinitrito e, consequentemente este pode gerar um oxidante com

caracteristicas semelhantes ao do radical hidroxil. 1% 2 3!

Equacdo 6: O, + NO — ONOO — ONOO + H'— OH’
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Cada uma das espécies reativas de oxigénio tem suas proprias

caracteristicas, apresentando reatividade e tempo de meia vida diferentes. % %®

31

2.1.3_Defesa antioxidante

Por definicdo, antioxidante € qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracbes em comparacdo com as de um substrato oxidavel,
atrasa ou impede significativamente a oxidacdo do referido substrato. Ou seja,
qualquer substancia que retarda, previne ou remove danos oxidativos a uma
molécula alvo. Sendo que, o substrato oxidavel significa cada molécula
organica encontrada in vivo.*? A exposicdo a uma variedade de radicais livres
tem levado ao longo do tempo, os organismos a desenvolver uma série de
mecanismo de defesas antioxidantes, sendo que, esses mecanismos podem

ser enzimaticos, ndo enzimaticos e nutricionais. 3

O sistema de defesa antioxidante divide-se em enzimatico e néo
enzimatico. O primeiro inclui as enzimas do ciclo redox da glutationa,
especialmente a glutationa peroxidase (GPX). Inclui igualmente a superoxido
dismutase (SOD), dependente de cobre (Cu®*) e zinco (Zn®*) como cofatores
na dismutacédo do anion superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio, bem
como a catalase (CAT). O sistema ndo enziméatico constitui-se de compostos
sintetizados pelo organismo humano, tais como, bilirrubina, ceruloplasmina,
melatonina, coenzima Q, acido Urico, e outros ingeridos regularmente na dieta
ou suplementos como o acido ascorbico (vitamina C), alfa tocoferol (vitamina

E), beta caroteno (precursor da vitamina A) e flavonéides. **

Os antioxidantes do sistema enziméatico atuam por meio de mecanismos
de prevencao, impedindo e/ou controlando a formacéo de radicais livres e
espécies ndo radicais, implicados no surgimento de danos oxidativos as

membranas. 1323
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A Superoéxido dismutase esta presente no organismo em duas formas, a
primeira contém cobre (Cu?®*) e zinco (Zn%"), ocorre no citosol e a sua atividade
ndo é afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém manganés (Mn%"),
ocorre na mitocondria e a sua atividade aumenta em virtude do estresse
oxidativo. A SOD catalisa a conversdo do anion superoxido em peroxido de
hidrogénio (H,0,). %3

A catalase desempenha um importante papel na eliminagdo do peroxido

de hidrogénio, promovendo a sua catélise até dgua e oxigénio (Oy). ?*%*

H,0, + Hy0,-“*T— O, + 2H,0

A glutationa peroxidase, a semelhanca da superoxido dismutase e da
catalase, também funciona como mecanismo de protecdo contra o estresse
oxidativo, através da conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG), removendo o excesso de peréxido de hidrogénio e formando

agua. 223

2GSH + H,0,--°™— GSSG + 2H,0

Portanto, tanto a catalase quanto a glutationa peroxidase evitam acumulo
de anion superdéxido e de peroxido de hidrogénio para que ndo haja producdo
de radical hidroxil, contra a qual ndo existe sistema enzimatico de defesa
(Figura 4). 3 O equilibrio entre as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) é

importante para a manutencéo da integridade celular. #*%-%
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Figura 4. Esquema do estresse oxidativo mostrando a atividade das enzimas antioxidantes.

2.1.4 Danos

A citotoxicidade do estresse oxidativo esta relacionada ao potencial das
ERO e ERN (espécies reativas de nitrogénio) em oxidar os constituintes
celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA, os quais levam a deterioracéo da
estrutura e funcado e até a morte celular. *® Essas alteracdes ao longo do tempo
estdo associadas ao desenvolvimento de condi¢cdes patoldgicas tais como:
cancer, arteriosclerose, artrite, doencas neurodegenerativas, doencas

inflamatérias cronicas, doenca coronariana, dentre outras condicdes.

2.1.4.1 Dano ao DNA

O radical OH®* é conhecido por reagir com todos os componentes da
molécula de DNA, causando alteracGes tanto em bases puricas e pirimidicas,
guanto na fita de desoxirribose, podendo ocasionar defeitos no processo de

replicacdo de DNA, levando a mutacdes e erros de transcricdo. Essa alteracao
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permanente no material genético resultante de dano oxidativo, representa o
primeiro passo envolvido em mutagénese, carcinogénese e processo de
envelhecimento. A reacdo do OH® com a guanina, da origem a 8-hidroxiguanina
(8-OH-G), sendo que, sua dosagem urinaria € um excelente marcador de

estresse oxidativo e carcinogénese.

2.1.4.2_Dano protéico

Vérios tipos diferentes de modificacbes oxidativas em proteinas podem
ser induzidas por ataque direto e indireto de ERO e ERN e produtos
secundarios de estresse oxidativo. A oxidacdo de proteinas ocorre
principalmente pelo ataque de radicais O," e OH® e pode ocorrer através de
varios mecanismos, tais como: oxidacao do sitio catalitico, oxidacdo induzindo
a quebra da cadeia polipeptidica, oxidacdo de aminoacidos e conjugacdo de
produtos de peroxidacéo lipidica. O maior produto de oxidacao protéica € a
geracdo de proteina carbonilada, através de reacdes com produtos de
lipoperoxidacao lipidica, acUcares ou metabdlitos oxidados, sendo que, a
principal consequéncia € que esse grupamento pode promover a ligacao intra
ou inter molecular e formar agregados protéicos. Esses agregados sao
incapazes de sofrer degradacdo via mecanismos proteoliticos, causando
inibicdo desses processos e consequentemente promovem acumulo de
proteinas oxidadas com aumento de disfuncdo celular, afetando processos
como sinalizagdo celular, estrutura celular e processos enzimaticos, como o
metabolismo. A determinacdo de proteina carbonilada € um excelente

marcador de estresse oxidativo protéico. %

2.1.4.3_Dano lipidico

O processo de oxidacdo de lipidios € denominado de peroxidacéo

lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) e, € o maior evento consequente do estresse

30



oxidativo em lipidios poliinsaturados em membranas celulares. Esse processo
pode causar alteracdbes na fluidez e permeabilidade da membrana
citoplasmatica, alteracbes de transporte ibnico e inibicdo de processos
metabdlicos. ¥* A LPO comeca com a fase de iniciacdo, onde uma espécie
reativa ataca o acido graxo poliinsaturado, abstraindo um atomo de hidrogénio
do grupamento metileno, formando um radical de carbono (L). Em meio
aerobio, o radical alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio
formando o radical peroxil (ROO), o qual pode abstrair um hidrogénio de outro
acido graxo, gerando um hidroperoxido lipidico (LOOH), este, ainda pode sofrer
quebra por metais produzindo radicais alcoxil (LO), sendo que ambos os
radicais promovem a etapa de propagacdo, sequestrando hidrogénios de
acidos graxos adjacentes. A terceira e Ultima etapa da reacdo, a fase de
terminacdo, da-se pelo desmembramento dos radicais formados originando
aldeidos reativos, com grande capacidade de difusdo, como o malondialdeido
(MDA), 4-hidroxi-2-noneal (4-HNE), 4-hidro-2-hexenal.

2.2_Exercicio fisico e estresse oxidativo

Durante o exercicio fisico ocorrem adaptacdes fisiol6gicas, que acarretam
ajustes cardiorrespiratérios para compensar e manter o esforco realizado. O
exercicio fisico intenso induz a formacéo de espécies reativas de oxigénio, que
podem contribuir para o aparecimento de danos celulares, mediante ativacao
de trés principais vias de formacdo das espécies reativas de oxigénio:
producdo mitocondrial, producédo citoplasmatica e producdo favorecida pelos

fons ferro e cobre. 3’

2.2.1 Producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio no

exercicio

O oxigénio consumido é reduzido a agua na mitocéndria por intermédio
da citocromo oxidase, a qual impede a producdo excessiva de espécies

reativas de oxigénio nas mitocondrias das células. No entanto, cerca de 2% a
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5% do oxigénio consumido gera normalmente espécies reativas de oxigénio,
tais como o anion superéxido e peroxido de hidrogénio. Ocorre elevagdo na
producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio no organismo durante
0 exercicio fisico, devido ao aumento na atividade das enzimas reguladoras
(citrato sintetase, isocitrato desidrogenase e oxoglutarato desidrogenase) do
Ciclo de Krebs no musculo esquelético, assim sendo, a acentuada atividade
destas enzimas € consistente com o metabolismo mitocondrial ativado nesta

situacdo. ¥’

2.2.2_Producdo citoplasmatica de espécies reativas de oxigénio no

exercicio

Durante o exercicio fisico ocorre aumento da atividade do ciclo de
degradacdo das purinas, logo, a adenosina monofosfato (AMP) é desaminada
pela enzima adenilato desaminase, a inosina monofosfato (IMP) que se
acumula no musculo esquelético. Como a IMP néo se difunde rapidamente do
musculo esquelético durante o exercicio intenso, o0 seu acumulo pode leva-la a
uma via secundaria de metabolizacdo, ocasionando a formacéo de hipoxantina,
xantina, &cido Urico e peréxido de hidrogénio. ¥

A xantina oxidase, em presenca de oxigénio, catalisa a oxidacdo da
hipoxantina a xantina e esta a acido Urico. Em condicfes de repouso, esta
enzima esta na forma de xantina desidrogenase (pouco ativa), utilizando o
NAD+ como aceptor de elétrons. Quando h& isquemia provocada pelo
exercicio intenso, a xantina desidrogenase € convertida a xantina oxidase
usando o oxigénio molecular como aceptor de elétrons, gerando com isso o
anion superéxido e peréxido de hidrogénio. *’

Pesquisas demonstraram a ocorréncia de dano ao DNA nos leucécitos
circulantes apds exercicio em esteira. Pela primeira vez isto foi mostrado em
individuos treinados, mas, como a extensdo do dano foi pequena, sugeriu-se
que a adaptacao ao treinamento de resisténcia aerdbia pode reduzir os efeitos

do estresse oxidativo, como o dano ao DNA. 38
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Em virtude do maior consumo de oxigénio, o exercicio fisico, pode
promover aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, com
mudancas no estado redox da célula. Além de mais, ocorre aumento na
liberacdo de catecolaminas e auto- oxidacdo das mesmas, com consequente
producao de radicais livres. Também, existe a possibilidade de o dano muscular
subsequente ao exercicio fisico causar inflamacgéo e liberar &nion superéxido
pela oxidagdo da NADPH dos neutrdfilos. Por conseguinte, a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, presentes no exercicio fisico, pode se dar
também, pela producao de anion superoxido pela mitocondria, mediante reacéo

da flavina com o oxigénio molecular. *

Linke e cols. avaliaram o efeito do treinamento aerébio em 23 pacientes
com insuficiéncia cardiaca crbnica e, ap0s seis meses, observaram melhora na
atividade das enzimas CAT e GPx. Com o treinamento fisico foi verificado a
diminuicdo das citocinas inflamatorias e melhoria na atividade da GPx e da
CAT, resultando em diminuicdo do estresse oxidativo e da apoptose. Como o
treinamento fisico induziu reducdo em TNF-q, isso melhorou os niveis de GSH,

proporcionando 0 aumento na atividade da GPx. *°

Miyazaki e cols. avaliaram o efeito de 12 semanas de treinamento aerébio
de intensidade moderada, uma hora de corrida a 80% da frequéncia cardiaca
(FC) maxima, cinco (5) vezes por semana e, encontraram aumentos da SOD e

da GPx ap6s o treinamento.**

Portanto, o estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico € influenciado
pela intensidade. A magnitude da melhora do sistema de defesa antioxidante

depende do treinamento.*?

2.2.3 Mecanismos de formacdo das espécies reativas de oxigénio no

exercicio

A demanda energética durante a atividade muscular supera em mais de

trinta (30) vezes a demanda de repouso. No entanto, durante a atividade fisica
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ocorre um aumento no consumo de oxigénio, em grande parte em decorréncia
do aumento do trabalho muscular. Pelo fato de as espécies reativas de
oxigénio serem produzidas através do metabolismo intermediério, o exercicio

provoca aumento da sua producéo. °
Os principais mecanismos envolvidos na formacéo das ERO séo:

1- InterrupcBes temporarias das bombas de ATP (Trifosfato de adenosina)
dependentes de célcio (Ca’™) levam ao aumento das concentra¢des de célcio
intracelular, ativando a via da xantina oxidase durante o exercicio, convertendo
a xantina desidrogenase em xantina oxidase. A xantina oxidase usa 0 oxigénio
molecular em vez de NAD" (Nicotinamida adenina dinucleotideo) como

aceitante de elétrons gerando assim, o radical superéxido. >*

2- Exercicio intenso pode aumentar o estresse oxidativo devido a hipoxia e
reoxigenacdo temporarias, em funcdo das contracdes e relaxamentos
sucessivos. Durante a contragdo, ocorre a compressdo vascular gerando
isquemia e, consequentemente, hipéxia. No relaxamento, ocorre a reperfuséo
e, portanto, a reoxigenacdo. Na reoxigenacdo, uma explosdo de reducbes
mono eletrbnicas (respiratory burst) pode converter o oxigénio molecular em

radical superéxido. 1 *3

3- A ativacdo de leucécitos polimorfonucleares pode estimular a producédo de
radicais livres para melhorar os mecanismos de defesa do hospedeiro em
resposta ao dano muscular induzido pelo exercicio. Os neutrdéfilos, assim como
0s mondcitos e eosinodfilos podem reduzir o oxigénio molecular a radical
superéxido via NADPH oxidase (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), a

qual esta inativa nas células em repouso. **

4- Concentracdes elevadas de calcio podem ativar a enzima fosfolipase A,, a
qual libera o acido araquidonico a partir dos fosfolipidios. A ciclooxigenase

reage com o acido araquiddnico para gerar o radical hidroxil. >*°43

5- A hipoxia tem sido associada ao aumento da atividade do Oxido nitrico

sintase (NOS), levando a formacao de radicais do 6xido nitrico. Estes radicais
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podem reagir com 0 anion superoxido para formar o peroxinitrito, um oxidante

mais potente. >*3

Portanto, a possibilidade de ocorrer leséo oxidativa nos tecidos depende
do equilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a eficacia dos

mecanismos antioxidantes. **

2.3_Estresse oxidativo e doenca arterial coronariana

As células da parede vascular, células endoteliais e células musculares
lisas, além de produzirem anion superoxido e peréxido de hidrogénio, sao
expostos a ERO (espécies reativas de oxigénio) liberadas pelas células
sanguineas e inflamatdrias. Os estados iniciais de aterosclerose sao
caracterizadas por acumulo de LDL no espaco subendotelial, podendo a LDL
sofrer modificacao oxidativa pelas células endoteliais, células musculares lisas
e macrofagos. * Essas espécies reativas de oxigénio séo altamente instaveis e
extremamente reativas. O tempo de meia vida curta que as mesmas possuem,

as torna altamente téxico para os tecidos, incluindo o coracdo. *°

A hipétese de modificacdo oxidativa est4d focada em grande parte em
torno dos eventos iniciais na aterosclerose e a formacao de les6es. No entanto,
existem outros eventos oxidatvos além da oxidacdo da LDL que estdo
envolvidos na aterosclerose e que contribuem para as manifestacdes clinicas
da doenca. Por exemplo, ERO (espécies reativas de oxigénio) e ERN (espécies
reativas de nitrogénio) tém sido implicadas na proliferacdo de células do
musculo liso, na ativacdo de metaloproteinase e na fungédo endotelial. Assim, a
producdo de citocinas e ERO dentro da placa aterosclerética tem implicacbes
importantes para a sua integridade estrutural. A producdo desregulada de
oxidantes tem o potencial de promover a producéo e ativacdo de enzimas que

degradam a matriz da capa fibrosa da placa.?

Sabe-se que a hipertensao, hipercolesterolemia, diabetes e aterosclerose
estdo associados com um aumento do fluxo de O, na parede vascular e que
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reage com NO resultando na formacdo do peroxinitrito (ONOQO) que por sua

vez diminui a bioatividade do NO na parede vascular.

A modificacdo oxidativa da LDL, é de suma importancia para o
desenvolvimento da aterosclerose. Particulas de LDL densas, menores,
conhecidas como fator de risco para a doenca cardiovascular, podem promover
a aterogénese, pois, elas ndo se ligam prontamente para o receptor endégeno
de LDL e, por conseguinte, ndo sao eliminados da circulagdo. Penetram na
intima arterial mais facilmente, sdo rapidamente oxidados, possivelmente
porque eles contém menos protecdo antioxidante, e sdo absorvidos pelos
macrofagos, acelerando a formacao de células espumosas. Esta caracteristica

histoldgica precoce conduz ao desenvolvimento de placas ateroscleréticas.

O estresse oxidativo induz a expressao de FAK (focal adhesion kinase) e
ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular), as quais, conduzem a invasao da
parede arterial por mondcitos e células T, considerado um dos eventos mais
precoces no desenvolvimento da lesédo aterosclerética. Este processo pode ser
estimulada por citocinas e outros fatores, tais como TNF (fator de necrose
tumoral), IL-1b (interleucina 1b), a angiotensina Il e interferon, as quais,
induzem a producdo de anion superdxido a partir do NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato) oxidase de membrana nas células endoteliais. *’
Vérios estudos epidemioldgicos importantes tém observado que o aumento nos
niveis de antioxidantes, limita a expressdo clinica da doenca arterial

coronariana. 6

Em pacientes com doencga arterial coronariana uma baixa atividade de
antioxidantes ou o aumento dos niveis plasmaticos de ERO e mieloperoxidase

estdo associados com um risco aumentado de eventos. 2

Portanto, os antioxidantes reagem com os radicais livres neutralizando
seus efeitos, mediante doagcdo de elétrons formando assim radicais muito
menos reativos. Eles sdo importantes ndo apenas por reagirem diretamente

com os radicais livres, mas também, por agirem entre eles de forma sinérgica.*®
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2.4 _Estresse oxidativo, doenca arterial coronariana e exercicio

7

O sedentarismo é um dos fatores de risco mais importantes para
inumeros disturbios e doencas do sistema musculo-esquelético, cardiovascular,
metabdlico, entre outros. Os beneficios do exercicio fisico regular a uma
intensidade e duracdo adequadas tém sido amplamente comprovados.*®*?
Sabe-se que, a sua pratica por pelo menos 150 minutos por semana €
extremamente importante para a prevencao primaria de eventos
cardiovasculares, e a reabilitacdo cardiaca é um fator protetor na prevencao

secundaria. *°

Em geral, o impacto dos radicais livres em alguns componentes celulares
€ medida através da quantificacdo da peroxidacéo lipidica. Em pacientes com
doenca cardiaca coronariana tem sido relatado melhora da funcdo endotelial
com o aumento da atividade da SOD e atenuacéo do estresse oxidativo a partir

de doze (12) semanas de treinamento.”*

O exercicio fisico, apesar de causar estresse oxidativo, exerce também
um papel cardioprotetor. A hipétese pela qual se pode explicar o efeito clinico
de reducdo do risco cardiovascular se baseia no fato de que, no inicio da
pratica de exercicio fisico (em torno de dias) ha aumento das ERO (espécies
reativas de oxigénio) com consequente estresse oxidativo, aumento da
susceptibilidade a oxidacdo da LDL e possivel aumento da ativacdo e
agregacao plaquetaria. Com o treinamento (10 a 12 semanas) se consegue
adaptacdes tais como, aumento de enzimas antioxidantes e eNOS, levando a
uma diminuicdo das ERO e aumento do eNOS (aumentando a sua sintese e
aumentando também a SOD, que ao metabolizar o &nion superoxido, previne
reacao deste com o NO¢), ocorrendo menor suscetibilidade do LDL a oxidagéao,
assim como a reducao da resposta inflamatéria, resultando na estabilizacdo da
placa de ateroma (em torno de meses), e uma possivel diminuigdo da ativacao
e agregacao plaquetaria e, modificacdo de outros fatores de risco, entre 0s

quais, a diminuicdo da presséo arterial (Figura. 5). **
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3. JUSTIFICATIVA

Existem controvérsias no papel do estresse oxidativo no exercicio:

- Alguns autores defendem que o exercicio fisico pode promover aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, modificando assim, o estado redox
da célula. Além de mais, ocorre aumento na liberacdo de catecolaminas e

auto- oxidacdo das mesmas, podendo produzir radicais livres. ¢

- Outros defendem que o exercicio fisico regular promove adaptacdes

favoraveis ao organismo mediante equilibrio na producéo de antioxidantes. **

Em virtude disso, decidimos avaliar os beneficios de um programa de

reabilitacdo cardiaca no controle do estresse oxidativo.
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4. HIPOTESE

O treinamento fisico regular atenua o estresse oxidativo em pacientes

coronariopatas cronicos revascularizados.
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5. OBJETIVOS

Objetivo geral

e Verificar se o estresse oxidativo (avaliado através de marcadores
bioguimicos) é atenuado por um programa de reabilitacdo cardiaca em

pacientes coronariopatas cronicos revascularizados.

Objetivos especificos

¢ Analisar os marcadores de dano oxidativo de lipoperoxidacdo (TBARS)
e oxidacao de proteinas (PC);

e Analisar os marcadores de estresse oxidativo enzimaticos (SOD, CAT e
GPx) e ndo-enzimatico (GSH, Acido urico e FRAP).
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6. PACIENTES E METODOS

6.1 _Desenho do estudo

Estudo quase Experimental, com séries temporais.

6.2_ Selecao de pacientes

A populacdo do estudo foi constituida por pacientes com doenca
coronariana crbnica estavel que se submeteram a cirurgia de revascularizacao
miocardica, com inicio no programa de reabilitacdo cardiaca, entre seis (6)
meses e um (1) ano apos a alta hospitalar.

S&o pacientes voluntarios do Sistema Unico de Satde (SUS), oriundos de
varias unidades hospitalares do Estado do Rio de Janeiro, inclusive do Instituto
Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro (IECAC), local onde foi realizada a

coleta das amostras e a reabilitagdo cardiaca.

6.3_ Critérios de incluséo

1- Pacientes com antecedentes de cirurgia de revascularizacdo miocardica,
com indicacdo de iniciar programa de reabilitacdo cardiaca entre 0 6° més e 1
ano apos a alta hospitalar. *

2- Pacientes com duas (2) ou mais pontes (safena/ mamaria).
3- Pacientes com fracéo de ejecao igual ou maior que 35%.

4- Pacientes com padrdo alimentar e medicamentoso definido e que néo
estavam em uso de vitamina C, vitamina E, e suplementos alimentares

contendo compostos antioxidantes.

*A justificativa para a escolha de pacientes dentro desse periodo, se deve ao
fato de ndo haver diferenca significativa na letalidade entre o 6° més e 1 ano

apos alta hospitalar, ou seja, 0 grupo € mais homogénio (Anexo 1).
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6.4 _Critérios de exclusao

1- Pacientes menores de 18 anos.

2- Gravidas.

3- Fumantes/ Tabagistas

4-Protocolo inicial de admissao incompleto

5- Dados clinicos ou laboratoriais sugestivos de doenca renal aguda ou
crbnica, doenca hepdtica, insuficiéncia cardiaca refrataria ou disfuncdo

tireoidiana em qualquer estagio;

6- Pacientes com condi¢des clinicas instaveis que contraindicam a pratica de

exercicio fisico:

Angina instavel, tromboflebite, embolia recente, infeccdo

sistémica aguda,;

— Bloqueio atrio- ventricular de 3° grau (BAV 3° grau) sem marca-

passo, pericardite ou miocardite aguda, arritmia ndo controlada;

— Insuficiéncia ou estenose mitral ou adrtica graves sem tratamento
adequado, insuficiéncia cardiaca descompensada, hipertenséo
arterial descontrolada (PAS= 200 mm Hg ou PAD=110 mm Hg),

depressao do segmento ST >2 mm;

— Problemas ortopédicos ou neuroldgicos graves, diabetes mellitus
descontrolada, doenca sistémica aguda ou febre de origem

desconhecida.

6.5 Dados obtidos dos pacientes pré- programa de reabilitacéo cardiaca

A- Anamnese e exame fisico completos
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o Dados constitucionais: data de nascimento (idade), sexo, altura
e peso corporal, pressao arterial, frequéncia cardiaca;

o Dados so6cio-econémicos: local de nascimento e perfil
migratério, situacdo conjugal, escolaridade, renda familiar, profissao e
vinculo empregaticio e ocupacdo, uso de fumo e de bebidas
alcodlicas, dieta e atividade fisica. Historia reprodutiva das mulheres;
o Complicacdes: arritmias, insuficiéncia cardiaca, fenémenos
tromboembodlicos e acidente vascular cerebral;

. Historia patoldgica pregressa: outras doencas associadas.

B - Base de dados padronizada de exames complementares:

Hemograma, glicemia, creatinina, acido arico, potassio, proteinas
totais e fracBes, urindlise, avaliacdo radiol6gica, eletrocardiografia de
repouso, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos
(exames realizados no Servico de Cardiologia do IECAC). Os dados acima
referidos foram registrados em ficha apropriada e anexados em prontuario.

6.6 Avaliacéao Clinica pré-programa de reabilitacdo cardiaca

A avaliacdo clinica foi realizada para permitir a verificacdo de sinais e
sintomas cardiovasculares e digestivos, compativeis com a doenca
coronariana, assim como para fazer o diagndstico diferencial com outras
cardiopatias ou doengas ndo cardiacas que afetassem o0 sistema
cardiovascular. Também, foram checadas as medicagdes ao longo estudo.

Os habitos alimentares dos pacientes foram checados por 3 vezes em
tempos diferentes através de questionario de frequéncia (Anexo 2) e uma
quarta vez através de um recordatério alimentar descrito pelo paciente.
Somente foram considerados para o estudo aqueles pacientes que tiveram as

respostas coincidentes entre os questionarios e o recordatério. E, ao longo do
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presente estudo foram checados pelo menos mais 2 vezes o0s habitos

alimentares dos mesmos.

6.7_Dinamica de atendimento para ingressar no programa de reabilitacao
cardiaca

Para ingressar no programa de reabilitacdo cardiaca, os pacientes foram
primeiramente submetidos & anamnese, para avaliacdo da sua indicacdo e do
histérico da doenca. Em seguida, os pacientes participaram de duas (2)
sessOes de palestras educativas onde foram apresentadas nocdes basicas do
funcionamento do aparelho cardiovascular, bem como informagdes sobre os
fatores de risco cardiovascular, a doenca cardiaca, a importancia da dieta e
orientacdes sobre o funcionamento do setor de reabilitacdo cardiaca.

No final da reunido, os pacientes foram convidados a participar da
pesquisa, sendo entregue o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
para leitura minuciosa e assinatura (Anexo 3). Posteriormente, 0s pacientes
foram submetidos ao teste ergométrico convencional para a avaliagdo funcional
e prescricdo do exercicio, porém, antes do teste ergométrico procedeu-se a
coleta de amostras de sangue para afericdo dos marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo e, em seguida comecaram a reabilitacdo cardiaca (Figura 6).

O teste ergométrico foi realizado em esteira ergométrica (Micromed-
Brasilia) e o programa de ergometria (Ergo PC 13 Micromed- Brasilia), sob

protocolo individualizado em rampa.
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Fluxograma

Figura 6. Protocolo geral do estudo. TCLE- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Selecdo de pacientes coronariopatas
cronicos revascularizados e assinatura do
TCLE.

12 Coleta de amostras de sangue para analise
de marcadores do estresse oxidativo.

—1

Teste ergométrico para avaliagao funcional e
prescricdo de exercicio.

- 3
= _Jt-

Inicio do programa de reabilitagdo cardiaca.

1
L
~~_ -

22 Coleta de amostras de sangue para analise
dos marcadores (aos 2 meses).

—d -

32 Coleta de amostras de sangue para analise
dos marcadores (aos 4 meses).

==
-&IN ,I-v

42 Coleta de amostras de sangue para analise dos
marcadores, no final do programa de reabilitacdo cardiaca

(aos 6 meses).

—l_=—

Teste de exercicio no final para avaliagao da resposta ao
programa de reabilita¢cdo cardiaca.

46



Foram realizadas cinquenta (50) sessdes de exercicio durante o
programa de reabilitacdo cardiaca. Os pacientes foram seguidos durante os
seis (6) meses do programa de reabilitacdo cardiaca.

6.8_Programa de reabilitacdo cardiaca

O programa de reabilitacdo cardiaca teve a duracdo de seis (6) meses,
com um total de cinquenta (50) sessGes de exercicios realizadas duas (2)
vezes por semana, com a duracdo diaria de uma (1) hora a uma (1) hora e
quinze (15) minutos, dividido da seguinte forma: cinco (5) minutos de
aquecimento, seguidos de vinte (20) e dez (10) minutos de exercicio aerdbico
em esteira e bicicleta respectivamente, vinte (20) minutos de musculacdo e
finalmente cinco (5) minutos de alongamento (Figura 7). Ou seja, as sessfes
englobaram exercicios dinamicos realizados em esteira e cicloergbmetro,
exercicios de forca em equipamentos especificos de musculacdo, exercicios de
equilibrio e de flexibilidade.

A intensidade de exercicio na primeira sessao foi estimada com base na
capacidade funcional determinada pelo nimero de METs avaliados no teste
ergométrico e pela faixa de frequéncia cardiaca definida para o treinamento. Os
aumentos ou reducdes subsequentes na intensidade do exercicio foi em fungéo
da frequéncia cardiaca, da escala de Borg (0 a 10) e da tolerancia ao exercicio
alcancada pelo paciente. A intensidade foi aumentada a partir da identificacédo
da reducao da sensacéao subjetiva de cansaco (escala de Borg de 0 a 10) para
a mesma intensidade de exercicio.

Durante o exercicio aerdbico os pacientes foram orientados a se exercitar
dentro da zona alvo de frequéncia cardiaca pré-determinada. Para
determinacdo da intensidade da frequéncia cardiaca de treinamento, foi
utiizada a equacdo de Karvonen adaptado, com o limite inferior
correspondente a 60% da reserva de frequéncia cardiaca (FC) e o limite

superior a 80% da reserva de FC:
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e Limite inferior: {[(Frequéncia cardiaca maxima - Frequéncia cardiaca
de repouso) X (0,6 + MET/100)] + Frequéncia cardiaca de repouso }
-5

e Limite superior: {[(Frequéncia cardiaca maxima - Frequéncia
cardiaca de repouso) X (0,8 + MET/100)] + Frequéncia cardiaca de

repouso } +5

Reabilitacdo
cardiaca \

1° dia da semana 2° dia da semana
Aquecimento (5 minutos) Aquecimento (5 minutos)
=" ™
1! <
- . ~ -
Exercicio aerdbico em esteira Exercicio aerdbico em esteira e

e bicicleta (20 e 10 minutos
respectivamente).

Alongamento (5 minutos).

bicicleta (20 e 10 minutos
respectivamente).

1=

1 1

-~
\”

Musculag¢do (20 minutos).

Alongamento (5 minutos).

Figura 7- Protocolo de reabilitagéo cardiaca.

6.9 Marcadores do estresse oxidativo e defesas antioxidantes

As coletas para as analises dos marcadores bioquimicos do estresse
oxidativo foram realizadas antes do inicio do programa (MO0), no segundo (2°)
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més apods o inicio (M1), no quarto (4°) més (M2) e no sexto (6°) més (M3)

imediatamente apos o término do programa.

Ao longo do estudo foram avaliados marcadores de dano lipidico
(TBARS- Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico), marcadores de dano as
proteinas (PC- Proteina carbonilada) e marcadores de defesa antioxidante,
sendo antioxidantes enzimaticos (SOD- Superoxido dismutase, CAT- Catalase
e GPx- Glutationa Peroxidase), antioxidante ndo enzimatico (GSH- Glutationa
reduzida) e a capacidade antioxidante total (Frap- Ferric Reducing Antioxidant
Power). Para tal, amostras de sangue (10 ml) de pacientes coronariopatas

cronicos revascularizados foram coletadas.

Os pacientes foram divididos em funcdo do tempo de revascularizacao
miocardica (6- 8 meses; 8- 10 meses; 10- 12 meses), com o intuito de observar
se a revascularizagdo miocardica interferiria no resultado em relacdo aos

marcadores de estresse oxidativo.

6.9.1 Preparacado das amostras

As amostras de sangue foram coletadas sob vacuo, via intravenosa
utilizando dois (2) tubos EDTA para plasma e um (1) tubo para soro, em fossa
antecubital, sendo que, no primeiro EDTA retirou-se 200 pl de sangue total,
misturou-se com TCA (acido tricloroacético) a 12% em criotubo alfalab/ 2 ml
para afericdo da GSH e, depois se retirou 400 ul de sangue total, misturou-se
com 1600 ul de &gua destilada e colocado em criotubo alfalab/ 2 ml para
afericdo da SOD, CAT, GPx e GR. O segundo EDTA foi colocado para
centrifugar a 5000 Rpm (rotacdes por minuto) durante dez (10) minutos para
separacdo do plasma, posteriormente, colocou-se o plasma em criotubo
alfalab/ 2 ml para aferichio de TBARS (Substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico) e anélise de carbonilacdo das proteinas. O tubo de soro também
foi centrifugado a 5000 Rpm durante dez (10) minutos para separacao do soro
e, posteriormente colocado em criotubo alfalab/ 2 ml para afericdo do acido
arico (Figura 8).
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Coletar 3 tubos de 5 mL por paciente
2 tubos Roxo (EDTA) e 1 tubo Amarelo (sem anticoagulante com gel)

i i o
~

‘: 22 Tubo: SANGUE CENTRIFUGADO |
Centrifugar e guardar o plasma — guardar |
| o maximo que puder (TBARS, PC) |

| 12 Tubo: SANGUE TOTAL (ST) |
200 pl de ST+ 800 uL de TCA 12% (GSH) | 32 Tubo: SANGUE CENTRIFUGADO

|- 400 L de ST + 1600 L de H0; gasuincs | - Centrifugar e guardar o soro (Ac. Urico,
(hemolisado para enzimas SOD, CAT, GPx, | GGT, MPO)

| GRGST)

Figura 8- Protocolo de preparacdo das amostras.

ApOs esse processo de preparacdo das amostras, as mesmas foram
transportadas em isopor a temperatura de —8° a —2° e armazenadas em freezer
a —80° na UERJ (Universidade do estado do Rio de Janeiro). Em seguida,
essas amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de bioquimica
experimental da Universidade Federal de Santa Catarina (LABIOEX- UFSC)

para analise de marcadores bioquimicos do estresse oxidativo.

Os criotubos foram codificados de acordo com o nimero da sequéncia de
entrada do paciente no estudo e ao momento correspondente a coleta. Sendo
que, as coletas foram efetuadas em quatro (4) momentos, MO, M1, M2 e M3
(por exemplo, P1MO- Paciente numero 1, Momento zero (0) correspondente ao
inicio do estudo e P1M1, P1M2, P1M3 correspondentes ao mesmo paciente

nos momentos subsequentes).

6.9.2_Marcadores de dano oxidativo

a) Peroxidacdo lipidica (TBARS)
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A avaliacdo da peroxidacao lipidica enddgena foi realizada em triplicata,
através da deteccdo em 535nm dos derivados de seus produtos de oxidacéo,
por meio de substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARS),
destacando-se o malondialdeido (MDA), produzindo uma base de Shiff de
coloracao rosa. >® Para tal, em tubos de ensaio contendo 1 mL de TCA 12% foi
adicionado 100 pL de plasma e homogeneizado em vortex. Em seguida,
acrescentou-se 0,9 mL de Tampéao Tris-HCI, 60 mM, pH 7,4 (0,1mM DTPA) e 1
mL de acido tiobarbitirico 0,73%. Apds nova homogeneizacdo seguida de
incubacdo de 60 min a 100 °C, o material foi resfriado durante 30 min a 4°C e
centrifugado (5.000 g por 5 min). O sobrenadante foi utilizado para a leitura e

os resultados expressos em mmol.mL™.

b) Proteina carbonilada (PC)

Objetivando analisar o dano oxidativo as proteinas por carbonilacéo,
foram determinados os niveis plasmaticos de proteina carbonilada, segundo
método de Levine e cols.>* Em tubos do tipo eppendorf contendo 600 pL de
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) foi adicionado 100 pL de plasma e
homogeneizado em vortex. Posteriormente, foi incubado durante 1 h (a
temperatura ambiente, protegido da luz, sob agitacdo. Em seguida, foram
adicionados 600 pL de TCA a 20%, seguido de agitacao e refrigeracdo (banho
de gelo) por 10 min e centrifugado por 5 min a 800 g. O pellet formado foi
lavado por 3 vezes, seguidas de centrifugagédo durante 5 min a 800 g, utilizando
600 pL de etanol: acetado de etila (1:5). Apdés a ultima lavagem, excesso de
etanol:acetado de etila foi removido com auxilio de um cotonete e foram
adicionados 800 pL de guanidina e incubado por 60 min a 37°C e na
sequéncia, foi realizada a leitura em 360 nm. A concentracdo de proteinas
totais (PT) foi determinada de acordo com o método de Lowry e cols (1951),
utiizando uma curva padrdo de albumina. A concentracdo de proteina

carbonilada foi expressa em nmol. mg™.
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6.9.3-Defesas antioxidantes

6.9.3.1 Determinacao das defesas antioxidantes enzimaticas

a) Superéoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm, de
acordo com o método de Misra e Fridovich °°, modificado por Boveris e
colaboradores °°, mediante a oxidacdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para
pH 10,0), que forma o &nion superoxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo,
onde a enzima presente na amostra retarda sua formacéo. Os valores da SOD
(USOD.mL 1) foram expressos em termos de atividade da enzima, onde uma
unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima necesséria para
diminuir & metade a velocidade de formacdo do adrenocromo. >> As amostras
foram previamente lavadas com solucéo de cloroférmio:etanol (3:5, v:v), com o
intuito de eliminar a interferéncia da hemoglobina e impedir a geracdo do anion
superdxido artefatual no ensaio.”® Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina
50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 pL de adrenalina 60 mM (pH 2,0
aproximadamente, gelo e frasco ambar). A velocidade inicial de formacgédo do
adrenocromo foi monitorada durante cerca de 100s do inicio da reacdo, com
acréscimo de absorbancia a cada intervalo de 15s em torno de 0,013-0,015
unidades, para entdo adicionar a aliquota da amostra, geralmente em torno de
20 a 100 pL, dependendo da concentracdo e atividade da enzima presente
nesta aliquota, totalizando um tempo de aproximadamente 3 min. Curvas de 3
ou 4 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD.

Os valores foram expressos em USOD.mL ™.

b) Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método
descrito por Aebi *’, que quantifica a velocidade de decomposicéo do peréxido
de hidrogénio, em 240 nm durante 20 s, pela enzima presente na amostra.

Utiliza-se a solugcdo de perdxido de hidrogénio 10 mM em tampéo fosfato 50
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mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da analise. Para isso, adicionou-se 2 mL
desta solugdo na cubeta, com acréscimo de 20uL da amostra, em seguida
realizou-se leitura da queda da absorbancia. Os valores foram expressos em

mmol.min ~t.mL 2.

c) Glutationa peroxidase (GPx)

A determinacdo da atividade da glutationa peroxidase foi realizada de
acordo com o método de Flohé e Gunzler *8, no qual a reacdo é baseada na
reducdo do terc-butilhidroperéxido (t-BuOOH) pela oxidacdo de GSH e
formacdo de GSSG, catalisada pela GPx. Assim, a medida consiste na
oxidacdo (verificada através da queda da absorbancia) do NADPH medido em
340 nm, uma vez que o NADPH é utilizado na regeneracdo de GSH pela
enzima GR. Portanto, a velocidade de oxidacdo do NAPH é proporcional a
velocidade de producdo de GSSG a partir de GSH, catalisada pela GPx
presente na amostra analisada. O procedimento técnico foi realizado através
do preparo de um meio de reacdo contendo 25 mL de tampéao fosfato (0,1 M
pH 7,0), 8,6 mg de NADPH, 10 mL de acido dietilenotriaminopentacético
(DPTA,5 mM pH 7,0), 15 mL de agua destilada, 24 mg de GSH, 3,8 pl de GR
5U e 100 pl de KCN 50 mM, sob refrigeracdo, no momento do ensaio. A adicdo
do KCN teve como objetivo evitar interferéncia (super avaliacdo da enzima)
devido a oxidacdo da hemoglobina presente nos lisados, convertendo assim
hemoglobina em meta-hemoglobina, a qual ndo é detectada na leitura.
Posteriormente, em temperatura ambiente, foram adicionados 10 pL de
amostra de t-BuOOH em 1 mL de um meio de reacdo na cubeta. Os valores

foram expressos em pmol.min~t.mL™.

d) Glutationa redutase (GR)

A mensuracdo da atividade da GR foi determinada pelo método de
Calberg e Mannervick *°, o qual verifica em 340 nm, a taxa de oxidagao do
NADPH devido a formacao de GSH, a partir da GSSG, pela acéo desta enzima

presente na amostra. O procedimento foi realizado primeiramente com a
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preparacdo de um meio de reacdo contendo tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6
mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa oxidada e DPTA 5 mM (preparo realizado
em gelo). Em seguida, sob temperatura ambiente, foi adicionado diretamente
na cubeta 0,95mL de meio de reacéo, e a adicdo de 50uL de amostra (lisado)
dando inicio a reacdo que foi monitorada durante 3min, gerando uma curva
decrescente. Os valores da atividade desta enzima foram também expressos

em pmol.min.mL™.

6.9.3.2_ Determinacao das defesas antioxidantes ndo enzimaticas

a) Glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de GSH foi avaliado no sangue total através da determinacéo
dos ti6is ndo-protéicos, uma vez que a GSH representa =95% do total destes
tibis. Primeiramente, para realizagdo do ensaio, foi feito extrato &cido
imediatamente apds a coleta de sangue, adicionando 0,2 mL de sangue total
em 0,8 mL de acido tricloroacético a 12% (TCA 12%). Ap6s homogeneizacéao,
foi realizada centrifugacdo (5000 g, por 5 minutos) e o sobrenadante entao foi
utilizado para o ensaio. Adicionou-se 0,2 mL de &cido 2-nitrobenzoéico (DTNB)
2,5 mM nas cubetas contendo 1,9 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 8,0 e 0,1 mL
da amostra, tendo permitido, apos cerca de 3 min e agitacdo intermitente da
cubeta, a obtencdo maxima de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor amarela,
mensuravel em 412 nm. Os valores medidos em triplicata foram expressos em

pmol.mL™.%°

b) Acido urico (AU)

O conteudo de éacido urico (AU) sérico foi determinado através de kit
comercial da Analisa®, onde o AU € oxidado pela uricase em alantoina, CO,
(gas carbbnico) e H,O,. Através de uma reacdo oxidativa, catalisada pela
peroxidase, o H,O, formado reage com o diclorohidroxibenzeno sulfonato
(DHBS) e 4-aminoantipirina (4-AMP), produzindo uma antipirilquinonimina, de
cor vermelha. A absorbancia do complexo formado, medida em 520 nm, &

diretamente proporcional a concentracado de AU da amostra. De acordo com as
54



instrucdes do kit, foram adicionados 20 yL da amostra e padrdo nos seus
respectivos tubos contendo 1 mL de reagente de trabalho, constituido de
tampao e uricase (4:1). Em seguida, os tubos foram homogeneizados e
incubados por 10 min, a 37°C. Na sequéncia foi realizada a leitura das
absorbéancias em 520 nm, acertando o zero com o branco (1 mL do reagente de
trabalho). As analises de todas as amostras foram feitas em triplicata e os
resultados expressos em mg.dL™,

6.9.3.3_Potencial Antioxidante Total do Plasma (FRAP)

A capacidade antioxidante do plasma (FRAP- “ferric reducing ability of

plasma”) foi determinada segundo Benzie & Strain °

, a qual mede a
capacidade que o plasma apresenta para reduzir os ions Fe+++ em Fe++ em
uma reacédo redox acoplada a um método colorimétrico.

O reagente de trabalho utilizado foi preparado misturando 10 volumes de
tampéo acetato de sédio (300 mM, pH 3,6), 1 volume de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-
s-triazina; 10 mM preparado em HCI 40 mM) e 1 volume de cloreto férrico
FeCl; (20 mM). Em seguida, 3 mL do reagente de trabalho foi colocado na
cubeta para zerar 0 espectro (branco) e depois colocou-se 3 mL do reagente de
trabalho na cubeta e 100ul da amostra (plasma). A leitura da absorbancia foi
feita em 593nm no tempo zero, e 4 min apos a incubacao da amostra a 37°C.
Como padrao foi usado o &cido ascoérbico (250 pM), submetido as mesmas

condicoes. *

6.10 _Acompanhamento Clinico durante o estudo

Um esquema de consultas médicas foi determinado para monitorar o
acompanhamento dos pacientes durante o programa de reabilitacdo cardiaca,
sendo que foram realizadas visitas médicas apos: 15 * 2 dias, 4 semanas + 3
dias, 2 meses, 4 meses e 6 meses (final do programa). Todas as informagdes
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foram obtidas, diretamente dos pacientes ou de seus prontuarios. Do mesmo
modo, ao longo do estudo, exames que se fizeram necessarios, ou seja, com
mudanca clinica do paciente, foram repetidos. Os pacientes foram monitorados
e orientados a evitar a utilizacdo de suplementos alimentares e manter as

mesmas medicacles e dosagens.

As intervencbes diagnoésticas e terapéuticas durante os 6 meses de
reabilitacdo cardiaca seguiram as recomendacgfes das diretrizes especificas
para acompanhamento e tratamento das complicacdes da doenca coronariana
cronica estavel.'’®* As medicacdes ndo foram alteradas e nem as doses das

mesmas neste periodo de estudo.

6.11_Consideracdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro (CEP-IECAC), sob protocolo numero
20554913.0.0000.5265 e, todos os pacientes que concordaram em participar

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Trata-se de um estudo em que nao foram testadas intervencdes
diagnésticas ou terapéuticas novas. Portanto, ndo houve riscos envolvidos na
participacdo dos pacientes no estudo. Todos 0s pacientes tiveram acesso a
exames complementares, medicacbes e intervencOes terapéuticas nao
farmacoldgicas de forma ampla e gratuita, conforme recomendacdes do Comité
de Etica. O projeto contou ainda com a participacdo do Servico Social do
IECAC na prestagdo de assisténcia aos pacientes, sempre orientando no que
se refere aos seus direitos previdenciarios e obtencdo de passe livre nos

transportes urbanos.

6.12_Conflitos de Interesse

O pesquisador responsavel pela coleta dos dados, o coordenador e o
autor desta linha de pesquisa declaram n&o haver nenhum conflito de
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interesse, particular ou financeiro para a execucao dessa pesquisa.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) versdo 20.0 como pacote estatistico.

Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo da média, e
para a analise dos dados paramétricos foi usado a Anova one-way com O

testede Tukey para todos os marcadores.

O nivel de significancia estabelecido foi de 5% e o nivel de confianca foi de
95%. Todos os resultados menores de 0,05 foram considerados
estatisticamente significativo.

Os dados estdo apresentados em graficos (Box plot).
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8. RESULTADOS

8.1 Fluxo de Participantes

Foram alocados para este estudo um total de quarenta (40) pacientes,
sendo que, no 2° més perdeu-se cinco (5) e no 4° e 6° més perdeu-se cinco (5)

e dois (2) pacientes, respectivamente (Figura 9).

40 Pacientes |:> 35 Pacientes |:> 30 Pacientes |:> 28 Pacientes

Inicio A0S 2 meses A0S 4 meses Ao0s 6 meses

Figura 9_ Fluxograma de acompanhamento de pacientes ao longo do estudo.

8.2_Caracteristicas gerais da populacéo do estudo

Foram reunidos 40 pacientes com diagnéstico de doenca coronariana
cronica estavel, sedentarios, com idades entre 42 e 75 anos, sendo pacientes
do sexo masculino 72,5 %. Cerca de 52,2 % estavam acima do peso
(sobrepeso), 67,5 % com comorbidades, mais de 60% dos pacientes estavam
em uso de Inibidores de enzima de converséo da angiotensina (IECA), Estatina
e betabloqueador. Todos os pacientes ndo apresentavam disfuncéo tireoidiana,

anemia e nem infec¢Bes concomitantes (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais da populacao do estudo.

Variavel Pacientes
(n=40)
Idade (média) 61,1 (42-75)
Masculino 29
IMC (kg/m?) 25,4 (23,1-28,3)
HAS (%) 20
DM (%) 2,5
Dislipidemia (%) 10
Comorbidades (HAS+DM/DLP) % 67,5
IECA (%) 72,5
Beta-bloqueador (%) 95,0
Bloqueadores Ca*" (%) 2,5
Diurético (%) 12,5
Estatina (%) 82,5
Ativo N&o
Sedentario SIM
Hemoglobina (mg/dl) 11,9-14,2
Leucécitos (células/mm?) 5300+800
TSH (umi/L) 2,3-3,1

Fonte: Dados da pesquisa. HAS- Hipertensao arterial sisttmica; DM- Diabetes

mellitus;IMC- indice de massa corporal.DLP- Dislipidemia.



Ao avaliar o comportamento dos marcadores de dano (TBARS e PC) e
defesa antioxidante (Acido Urico e FRAP) nos diferentes tempos apds
revascularizacdo miocardica (6- 8 meses; 8- 10 meses; 10- 12) constatou-se

gue ndo houve diferenca estatistica entre os mesmos (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo em meses apos revascularizacdo miocardica e atividade dos

marcadores do estresse oxidativo.

Dano defesa antioxidante
TBARS PC Acido urico Frap
Tempo MO MO MO MO
(meses)

608 2,49 1,40 4,06 4,15
8110 2,53 1,45 3,65 4,9
10012 2,50 1,33 4,25 521

P- Valor p=0,91 p=0,83 p=0,79 p=0,63

Fonte: Dados da pesquisa. TBARS- Substancias reativas ao acido tiobarbittrico; PC- Proteina
carbonilada; FRAP- Ferric reducing antioxidant Power (capacidade antioxidante total) no

momento zero (M0), correspondente & avaliacdo pré-reabilitacéo cardiaca.

8.3 _Determinacdo dos Marcadores de Dano Oxidativo

8.3.1_Lipoperoxidacao Tecidual — Determinacdo de TBARS

A analise estatistica mostrou diminui¢cdo significativa e progressiva nos
niveis de TBARS apds a reabilitacdo cardiaca em todos os tempos estudados:
MO>>>M1 (64,0%; p<0,01); MO>>>M2 (67,5%; p=0,001) e MO>>>M3 (73,6%;
p=0,001), demonstrado pelo emprego do ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(Gréfico 1).
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Gréaficol. Andlise da peroxidacdo lipidica TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico) ao longo da Reabilitacdo cardiaca, MO (momento zero, correspondente a
avaliacdo no inicio do estudo); M1 (avaliacdo aos 2 meses: n=35); M2 (avaliagdo aos 4 meses:
n=30); M3 (avaliacdo final aos 6 meses: n=28). O teste para comparacdo dos 4 tempos foi
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, a diferenca estatistica foi
simbolizada por * p<0,05, *** p<0,001.

8.3.2_Oxidacéao Protéica - Proteina Carbolinada (PC)

O teste ANOVA revelou que ndo houve diferenga significativa nos niveis
de PC apds a reabilitacdo cardiaca em todos os tempos estudados, porém,
mostra uma tendéncia de queda nos niveis de PC particularmente entre os
tempos M1>>>M2/M3 (31,0%; p<0,07), & semelhanca do encontrado na

avaliacdo da lipoperoxidacdo. Também, nota-se uma diminuicdo da disperséo
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entre a mediana e o limite superior da variavel PC ao longo dos tempos poés-
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Grafico 2. Andlise da carbonilagdo de proteinas ao longo da Reabilitagdo cardiaca; MO

reabilitacdo (Gréfico 2).
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(momento zero, correspondente a avaliacdo no inicio do estudo); M1 (avaliagcdo aos 2 meses:

n=35); M2 (avaliagéo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliagdo final aos 6 meses: n=28).

8.4 Determinacao das defesas antioxidantes

8.4.2_Determinacgéo da atividade dos antioxidantes enziméaticos
8.4.2.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A analise estatistica mostrou diminui¢é@o significativa na atividade da SOD
apos a reabilitacdo cardiaca partir do tempo M1: M0>>>M2 (24,0%; p<0,05); e
MO0>>>M3 (43,6%; p=0,01), demonstrado pelo teste ANOVA seguido pelo teste

de Tukey (Grafico 3).
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Gréafico 3. Andlise da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) ao longo da
Reabilitacdo cardiaca; MO (momento zero, correspondente a avaliagdo no inicio do estudo); M1
(avaliagéo aos 2 meses: n=35); M2 (avaliacdo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliacao final aos 6
meses: n=28).0 teste para comparagdo dos 4 tempos foi andlise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey e a diferencga estatistica foi simbolizada por * p<0,05, ** p<0,01).

8.4.2.2_ Catalase (CAT)

Da mesma forma, a CAT mostrou diminui¢do significativa dos niveis apés
a reabilitagcdo cardiaca a partir do tempo M1:M0O>>>M2 (27,0%; p<0,01); e
MO>>>M3 (47,3%; p=0,01), demonstrado pelo teste de ANOVA seguido pelo
teste de Tukey (Grafico 4).
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Grafico 4. Andlise da enzima Catalase ao longo da Reabilitacdo cardiaca; MO (momento zero,
correspondente a avaliacdo no inicio do estudo); M1 (avaliagdo aos 2 meses: n=35); M2
(avaliagdo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliagdo final aos 6 meses: n=28). O teste para
comparacao dos 4 tempos foi anélise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey e a

diferenca estatistica foi simbolizada por * p<0,05, ** p<0,01.

8.4.2.3_Glutationa Peroxidase (GPx)

O emprego do ANOVA revelou que nédo houve diferenca significativa na
atividade da enzima GPx ap0s a reabilitacdo cardiaca em todos os tempos
estudados, porém, mostra uma atenuagdo dos niveis de GPx particularmente
entre os tempos MO/M2 (27%; p<0,06), MO>>>M3 (41%; p<0,06), Grafico 5.
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Grafico 5. Analise enzima Glutationa Peroxidase (GPx) ao longo da Reabilitagdo cardiaca.

GPx (Glutationa Peroxidase); MO (momento zero, correspondente a avaliacdo no inicio do
estudo); M1 (avaliacdo aos 2 meses: n=35); M2 (avaliagdo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliacao

final aos 6 meses: n=28).

8.4.1 Antioxidante ndo enzimético (Glutationa Reduzida- GSH)

O emprego do ANOVA revelou que ndo houve diferenca significativa nos
niveis de GSH sanguineos apos a reabilitagdo cardiaca em todos os tempos
estudados, porém, mostra uma tendéncia ao aumento dos niveis de GSH,

particularmente entre os tempos M0O/M1/M2>>>M3 (37%; p<0,06; Grafico 6).
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Gréfico 6. Analise do marcador antioxidante ndo enzimatico, glutationa reduzida (GSH) ao
longo da Reabilitacdo cardiaca: MO (momento zero, correspondente a avaliagdo no inicio do
estudo); M1 (avaliacdo aos 2 meses: n=35); M2 (avaliacdo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliacédo
final aos 6 meses: n=28).

8.4.2- Acido urico

A andlise estatistica mostrou aumento progressivo e significativo nos
niveis do &cido Urico apds a reabilitacdo cardiaca em todos os tempos
estudados: M0>>>M1 (53,2%; p<0,05); MO>>>M2 (54,1%; p<0,05) e MO>>>M3
(83,6%; p<0,01), demonstrado pelo emprego do ANOVA seguido pelo teste de
Tukey (Grafico 7).
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Grafico 7. Andlise do comportamento do &cido Urico ao longo da Reabilitacdo cardiaca, com
aumento gradual e significativo no final do estudo. MO (momento zero, correspondente a
avaliacdo no inicio do estudo); M1 (avaliagdo aos 2 meses: n=35); M2 (avaliagdo aos 4 meses:

n= 30); M3 (avaliagcéo final aos 6 meses: n=28).

8.4.3_ Potencial antioxidante total do plasma (FRAP)

A reabilitagdo cardiaca promoveu um aumento significativo acentuado nos
niveis de FRAP principalmente no tempo M3 em relacdo aos demais tempos
precedentes: MO/M1/M2>>M3 (78,0%; p<0,001), demonstrado pelo teste
ANOVA seguido pelo teste de Tukey. A diferenca estatistica foi simbolizada por
***pn<0,001 (Gréfico 8).
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Grafico 8. Andlise da capacidade antioxidante total do plasma (Frap) ao longo da Reabilitacao

cardiaca. MO (momento zero, correspondente a avalia¢cdo no inicio do estudo); M1 (avaliacdo

aos 2 meses: n=35); M2 (avaliacdo aos 4 meses: n=30); M3 (avaliacdo final aos 6 meses:

n=28).
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9. DISCUSSAO

No presente trabalho, a avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo,
no qual ocorre um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos
primeiros, mostrou um perfil relativamente semelhante dos mesmos no periodo
analisado, ou seja, queda dos marcadores de danos com aumento progressivo
dos marcadores antioxidantes, sendo for considerada a constatacdo de
significancia estatistica, e se forem analisados separadamente os indicadores
de dano (TBARS e PC) e as diferentes enzimas antioxidantes (SOD, CAT,
GPXx).

Outro dado digno de nota é que a maior parte dos estudos que avaliam a
relagdo estresse oxidativo e exercicio fisico realiza as analises dos marcadores
apos estresse fisico. Nesse trabalho as avaliacbes foram efetuadas

previamente a qualquer esforco fisico.

A amostra deste estudo foi constituida por pacientes com doenca
coronariana crbnica, submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocardica
(RVM) e encaminhados para o programa de reabilitacdo cardiaca apds a alta
hospitalar no periodo entre seis (6) meses e um (1) ano. A escolha deste
periodo foi motivada pelo trabalho de Oliveira et al (2010), que ao avaliarem a
letalidade apOs revascularizacdo miocardica de pacientes coronariopatas
crdnicos mostrou que a letalidade neste periodo se manteve, garantindo assim

a homogeneidade da amostra estudada. ®

Comparando a atividade dos marcadores do estresse oxidativo em
diferentes tempos apds revascularizacdo miocardica (pré- reabilitagdo
cadiaca), constatou-se que a revascularizacdo miocardica néo interferiu no
resultado do presente estudo. Tal fato € corroborado pela literatura, pois €
sabido que durante a cirurgia de revascularizacdo miocardica ocorre aumento
da resposta inflamatéria sistémica e consequentemente, desequilibrio na
balanca entre oxidantes e antioxidantes com o predominio do primeiro, em
virtude da isquemia e reperfusdo e que, posteriormente, € controlado pela

resposta do préprio organismo apés reperfusdo °, e coadjuvado pela acéo de
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drogas como betabloqueadores °, estatinas e inibidores da enzima de
converséo da angiotensina. *°
Drogas como estatinas °®, inibidores de enzima conversora de
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angiotensina e beta bloqueadores °" podem interferir positivamente no
estresse oxidativo, entretanto, acreditamos que as mesmas nao interferiram no
resultado do presente estudo uma vez que os pacientes ja faziam uso das

mesmas no minimo por 6 meses previamente a reabilitacdo cardiaca.

O indicador de dano oxidativo a lipidios (lipoperoxidacdo ou niveis de
TBARS) que esteve elevado no momento inicial, previamente a reabilitacéo
cardiaca, foi diminuindo progressivamente a partir de 2 meses (M1) até se
estabilizar apés 4 e 6 meses (M2 e M3, respectivamente), comparativamente
ao momento inicial (MO>>>M3 (73,6%). De acordo com Packer (1997)”,
durante e apGs o exercicio aerébico um aumento na geracdo de ERO (espécies
reativas de oxigénio) deve ocorrer, e paralelamente, € esperado um aumento
no dano lipidico corroborado no presente trabalho pelo aumento nos niveis de
TBARS ou outros indicadores de dano oxidativo. Se o0 organismo estiver em
condicdes fisiol6gicas normais (saude, dieta, etc.) de compensar este aumento
de ERO, notadamente considerando a continuidade da atividade fisica, havera
progressivamente também um aumento da capacidade antioxidante sistémica.
L7273 Caso ndo haja esta resposta compensatdria, sobrevém um estresse
oxidativo sistémico, o qual devera ser compensado eventualmente por uma
suplementacdo antioxidante, o que acontece, por exemplo, com a grande
maioria de atletas profissionais de qualquer modalidade esportiva. ">"® Pinho e
cols. (2006) avaliando a peroxidagéo lipidica apos 12 semanas de treinamento,
observaram reducéo dos niveis de TBARS.”® Resultado semelhante observado
em nosso estudo apos 8 semanas de treinamento fisico em programa de
reabilitacdo cardiaca, com maior evidéncia nos meses subsequentes,
mostrando, uma clara atenuacgéo do estresse oxidativo influenciada pela pratica
regular do exercicio fisico.

Aparentemente, no presente trabalho, os pacientes teriam recuperado
progressivamente boa parte da capacidade antioxidante com a pratica de
exercicios moderados no programa de reabilitacdo cardiaca. Alguns
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parametros indicam esta recuperacdo apds 2 meses, como O caso da
diminuicdo da lipoperoxidagdo (niveis de TBARS, provavelmente também da
oxidacdo protéica, caso o numero de pacientes fosse aumentado e/ou a
dispersdo dos dados fosse menor) e através da tendéncia de aumento das
atividades das trés enzimas antioxidantes examinadas. Outros resultados
ficaram mais aparentes apos periodos maiores (6 meses), como as préprias
enzimas, através da diminuicdo das atividades, acompanhando a diminuicao
dos marcadores de dano, a tendéncia de recuperacao dos niveis de GSH no
sangue total, e da propria capacidade antioxidante avaliada através dos
métodos FRAP e acido urico, que mostraram um aumento significativo

acentuado no final do periodo avaliado (M3).

O outro indicador de dano analisado, a carbonilacao protéica (niveis de
PC), mostrou um perfil semelhante e coerente ao da lipoperoxidacao, apesar
de nao revelar diferenca significativa, provavelmente também relacionada com
a disperséo (variancia) encontrada neste parametro. Levine (1990), baseado na
analise dos niveis de Proteina Carbonilada (PC), estabeleceu que o aumento
de seus niveis esta associado com o aumento do estresse oxidativo.>* Algo
semelhante verificado em nosso estudo na avaliacado inicial, antes de submeter
0S pacientes ao programa de treinamento. Pinho et al. avaliando o efeito do
exercicio fisico regular sobre o estresse oxidativo apés 12 semanas de
treinamento, observaram reducdo na carbonilacdo das proteinas.”®®® Fato
observado em nosso estudo apds os pacientes terem sido submetidos a
reabilitacdo cardiaca. Entretanto, apesar dessa reducdo da proteina
carbonilada ter sido discreta € possivel afirmar que o exercicio fisico regular

pode prevenir dano em proteinas.

Os niveis de GSH no sangue total mostraram ligeira diminuicdo nos
momentos M1 e M2, comparativamente ao momento inicial, para exibir
tendéncia de aumento apos 6 meses de reabilitacdo (M3). Mesmo
considerando a auséncia de significancia nestes resultados, é possivel inferir
que a reabilitacdo poderia promover uma relativa e leve deplecdo deste
antioxidante enddégeno néo-enzimético, revelando seu provavel consumo em
momento anterior a melhor recuperagdo da capacidade antioxidante sistémica
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dos pacientes "', a qual ocorreia no momento final (M3) do seu

monitoramento. E interessante ressaltar que a GSH é essencial a fungéo da
GPx ®, e que a atividade desta enzima ndo mostrou diferencas significativas
nos momentos analisados, mesmo que a GSH tenha exibido uma tendéncia de
diminuicdo de seus niveis ap0s 2 e 4 meses de exercicio em reabilitacdo

cardiaca.

Coerente com esta tendéncia de perfil exibido pelos niveis de GSH, uma
resposta semelhante foi exibida também em M3 pela andlise da capacidade
antioxidante total do plasma (FRAP) e do &cido urico ao longo da reabilitacédo
cardiaca, corroborando o resultado da GSH. Neste particular, € importante
salientar que o FRAP e o &cido Urico justamente avaliam esta capacidade
antioxidante restrita aos antioxidantes endégenos ndo-enzimaticos, no qual se
inclui a GSH, além de diversos outros antioxidantes exdgenos ou nutricionais,
como as vitaminas antioxidantes C, E e A, além de polifenois, alguns
horménios, entre outros. ‘®%' Considerando que a andlise do FRAP vem
acompanhada de restricdes quanto aos antioxidantes lipofilicos como a
vitamina E e licopeno, além da prépria restricio da avaliacdo da GSH &, e que
esta analise é muito sensivel de aspectos dietarios ®2, seu uso permite avaliar

componentes antioxidantes nutricionais importantes 28

As trés enzimas antioxidantes, consideradas como a triade principal na
detoxificacdo das ERO em todos os organismos que utilizam o oxigénio como
oxidante %' e que foram analisadas neste trabalho, também exibiram um perfil
semelhante e coerente com o desenvolvimento da reabilitagdo cardiaca
promovida nos pacientes. Ou seja, comparativamente ao momento inicial (M0),
tanto a SOD, CAT e GPx revelaram pequeno aumento apés 2 meses (M1) de
realizagédo de exercicios, para comegarem a declinar a partir de 4 meses (M2) e
mostrar valores menores apés 6 meses (M3).

Em outras palavras, indicariam, mesmo sem revelar significancia em
todos os momentos examinados, comparativamente ao momento inicial, que a
reabilitacdo cardiaca estaria promovendo um progressivo restabelecimento da

capacidade antioxidante sistémica. Como resultado desta melhora antioxidante
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sistémica avaliada no sangue dos pacientes, ela estaria refletindo a melhora da

capacidade individual dos diferentes 6rgéos e tecidos.

Esta reabilitagdo cardiaca, traduzida como aumento do desempenho
cardiaco em termos de melhor nutrir os tecidos e 6rgdos com os distintos
antioxidantes, tanto exdgenos ou nutricionais como 0s enddgenos, permitiria,
apos um primeiro momento (M1, e, as vezes, M2, considerando GSH e
TBARS), no qual houve aumento pela indugdo enzimatica das trés enzimas
antioxidantes examinadas, bem como do recuo dos marcadores de dano
tecidual (TBARS e PC), paralelamente a deplecdo de GSH, e manutencdo dos
niveis de FRAP e acido Urico inalterados, uma gradativa melhora dos
antioxidantes sanguineos nestes pacientes.

Desta forma e consecutivamente, apds seis meses de monitoramento da
reabilitacdo cardiaca, foi possivel constatar uma provavel estabilizacdo da
inducdo enzimatica, em niveis inferiores aos iniciais, provavelmente decorrente
da diminuicdo dos marcadores de dano oxidativo e associada a recuperacao da
capacidade antioxidante ndo enzimatica (niveis de GSH, acido urico e FRAP),
indicando uma melhora do quadro de estresse oxidativo sistémico destes
pacientes. Ou seja, 0 aumento desta capacidade antioxidante ndo-enzimatica
via aumento nos niveis de GSH, acido urico e FRAP apos seis meses de
exercicios em reabilitacdo cardiaca, teria promovido um recuo gradual da
inducdo de enzimas antioxidantes, a semelhanca do que se constata apds o

uso de suplementacao antioxidante em periodo de meses de intervencao.

Da mesma forma a Glutationa reduzida é responsavel por proteger as
células contra os radicais livres, perdxidos e outros compostos téxicos.®* Ela
pode reagir diretamente com os radicais livres sem necessidade de intervencao
enzimatica ou por intermédio da glutationa peroxidase, enzima chave do ciclo
redox da glutationa. Quando o estresse oxidativo ocorre, a GSH é oxidado a
GSSG através da reacdo catalisada pela glutationa peroxidase. A GSSG
formada é imediatamente reduzida a GSH por intermédio da glutationa
redutase (GR).®*®° Entretanto, o contetido de GSH aumenta com o treinamento

fisco, devido ao aumento na capacidade de captacdo de GSH pela
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fiora muscular, 8%

0 que de certa forma corrobora com os resultados
observados em nosso estudo apds o0s pacientes serem submetidos ao

programa de reabilitacdo cardiaca.

Ozbay e Dulger , avaliando o comportamento da superéxido dismutase
em individuos treinados, com uma frequéncia regular de exercicios com
duracdo de 20 minutos por dia, durante 5 semanas, registraram um discreto
aumento da superoxido dismutase. Resultado semelhante ao observado em
nosso estudo apds 2 meses de treinamento.

O exercicio fisico regular pode melhorar a capacidade antioxidante total
por modular a sintese de antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GPx) e nédo
enzimaticos, podendo reduzir a peroxidacdo lipidica e, consequentemente o

estresse oxidativo %%t

. Fato que pode ser corroborado com os resultados
observados em nosso estudo, pois, apds um periodo de exercicio fisico regular
foi constatado uma melhora significativa de seus niveis. Resultado também
compartilhado por outros autores, no qual destacam a influéncia positiva do
exercicio fisico regular sobre a atividade antioxidante, tendo sido demonstrado
gue apoOs sessdes consecutivas de exercicio, ocorre reducdo progressiva do

estresse oxidativo, enquanto que a capacidade antioxidante melhora. %

Vérias publicacbes sobre diferentes tipos de atividades esportivas e
exercicios aerbbicos reportam a ocorréncia de aumento da geracdo de ERO e
ocorréncia de estresse oxidativo. "*"* Considerando que o exercicio executado
pelos pacientes aumenta sua capacidade aerdbica, necessariamente vem
também acompanhado de aumento da geracdo de ERO, particularmente no
miocardio e musculatura esquelética. ">’ Este aumento de producdo de
ERO igualmente de forma paralela deve ser acompanhado de aumento das

defesas antioxidantes correspondentes "*"*

, o sentido de evitar 0 estresse
oxidativo e suas consequéncias agudas e cronicas, hotadamente em termos de
danos moleculares e teciduais, além de afetar a imunidade e desencadear
processos inflamatérios. %778

Finalmente, o presente estudo € constituido de pacientes de alto risco
para eventos cardiovasculares (idade>60 anos, predominio de sexo masculino,

fracdo de ejecdo ventricular esquerda <50%, porcentagem maior de

75



comorbidades, revascularizacdo miocardica) ** em que evidéncias na literatura
mostram que a adi¢do do exercicio fisico regular a terapéutica intervencionista
é importante na curva de sobrevida dos mesmos. %% O presente estudo
colabora numa possivel explicacdo mecanicista da afirmacdo acima mostrando

gue a reabilitacdo cardiaca auxilia na atenuacédo do estresse oxidativo.
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10. LIMITACOES

Durante o programa de reabilitagdo a intensidade de exercicio foi
mudando de acordo com a sensacao subjetiva de cansaco (Escala de Borg).
Acreditamos que esta variacdo de intensidade do exercicio ndo deve ter
interferido nos resultados uma vez que as avaliacbes dos marcadores de
danos, assim como, o0s da defesa antioxidante mostraram um perfil

relativamente semelhante independente dos momentos analisados.

Acreditamos que a perda de pacientes ao longo do estudo ndo deve ter
influenciado nos resultados, uma vez que a maioria das varidveis medidas
mostrou um perfil relativamente semelhante, independente dos momentos

analisados.

A auséncia do grupo controle € justificada pelo fato do paciente ser seu
préprio controle ao longo do estudo. E também, pelo fato de algumas variaveis
medidas apresentarem alteracdes somente no momento final do estudo (vide
FRAP, GSH e &cido Urico).
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11. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo podem permitir-nos concluir
que, o exercicio fisico regular através de um programa de reabilitacdo cardiaca
pode atenuar o estresse oxidativo em pacientes coronariopatas crénicos
revascularizados e, consequentemente, prevenir danos oxidativos. Pois, foi
possivel observar atenuacdo dos marcadores de dano lipidico
(lipoperoxidagdo), dano protéico (proteina carbonilada) e melhora da atividade

das enzimas antioxidantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Letalidade e complicagbes da cirurgia de revascularizacéo
miocardica.

Artigo Original

Letalidade e Complicactes da Cirurgia de Revascularizacéo
Miocardica no Rio de Janeiro, de 1999 a 2003

Mortality and Complications of Coronary Artery Bypass Grafting in Rio de janeiro, from 1888 to 2003

tiniversidiade Feders] do Ko de laners (UFRD': fundacio Oswalds Cruz (Focusi’, Rio de janeirg, 8 - Brasid

Lelalidades acumuladas %) estimadas em pacientes submetidos 2 RVH segundo o periodo de evelucio até um ane ands 2alta
hospilalar, em guatro hospitais piblicos do Municipio do Rio de Janeire, de 1999 2 200,

Hospitais )
Periodo ands a RVM i i nimnenes Total (1% 546) )
Ain=i46) Bin=123) Cin=444) Din=184)
Infra-hospitslar 143 137 70 74 109 o
At6 30 dias 160 165 70 74 123 <6000
' 316180 dizs 193 193 a4 85 147 @pl |
| A 365 dias 2.2 183 g4 85 149 <.000¢
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Anexo 2. Questionario de frequéncia alimentar.

QUESTIONARIO ALIMENTAR

e IDENTIFICACAO

02- N° Prontuério Y Y Y

03- Data de Nascimento I I Y I I

04-Etnia ||
(1) Negra (2) Branca ( 3) Mulata (4 ) Outra

05- Sexo ||
(1) Masculino (2 )Feminino

06-NAtUralidade ........cooiiiiiiiiiii e

07-Data da Avaliag&o Inicial N Y Y Y

HISTORIA ALIMENTAR

09- Quantas refeigBes vocé faz regularmente? Lembre-se de todas as refeicbes-
café da manh@, almoco, jantar e lanches que vocé faz em casa ou fora de casa:

()2 ()3 ()4 ()5 ( )6oumais

10-Vocé tem uma alimentacéo saudavel?
( )Sim ( )Néo ( )asvezes
Justifique:

11-Marque com (X) nos alimentos que vocé gosta de comer ou beber:

( )frango ()legumes ( )bolo

( )peixe ( )verduras ( )pdo

( )camedeboi  ( )frutas ( )hamburger

( Jovo ( )suco ( )pizza

( )feijgo ( )leite ()cachorro-quente
( )arroz ( )queijo ()biscoito

( )macarrao ( )danone (' )doce/chocolate



( )angu ( )refrigerante ( )pipoca

12-Marque um (X) nos alimentos que vocé come sempre (pelo menos uma vez
por semana):

( )frango ( )legumes ( )bolo

( )peixe ( )verduras ( )paéo

(' )carne de boi ( )Hfrutas ( )hamburger

( )ovo ( )suco ( )pizza

( )feijao ( )leite ( )cachorro-quente
( )arroz ( )queijo ( )biscoito

( )macarrao ( )danone ( )doce/chocolate
( )angu ( )refrigerante ( )pipoca

13-Vocé come com mais frequéncia alimentos:
() fritos ( )cozidos ( )grelhados ou assados
() alteranando todas as formas de preparo

14- Com que frequéncia mensal vocé costuma comer fast foods (Mac Donalds,
Bobs etc)

( Jnunca ( )quasenunca ( )1 ( )2 ()3 ( )4 ( )5o0oumais
15-0O que vocé costuma levar de lanche para o trabalho?

16-Vocé come doce com frequéncia?

( )tododia ( )umavezporsemana ( )2 vezes por semana

( )3vezesporsemana ( )nunca

17- Vocé se acha:

() gordo ( )magro ( )no peso ideal ( )acima do peso ideal
() abaixo do peso ideal

18- Vocé pratica atividade fisica?

( )sim ( )ndo

Qual?

Quantas vezes por semana?
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SERVIGO PUBLICO ESTADUAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE E DEFESA CIVIL
INSTITUTO ESTADUAL DE CARDIOLOGIA ALOYSIO DE CASTRO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rio de Janeiro, 31de outubro de 2013.

lImo. Prof. Dr. Gerez Fernandes Martins

Venho pela presente informar-lhe que o projeto de pesquisa
“AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES CORONARIOPATAS
SUBMETIDOS A REABILITACAO CARDIACA”, cadastrado na Plataforma Brasil sob
0 n° 20554913.0.0000.5265, foi submetido e aprovado na reunido de 11 de
outubro de 2013, pelo Comité de Etica em Pesquisa de nossa Instituicao.

Esperando gque seja bem sucedida a referida pesquisa, auguramos
votos de éxito e enviamos nossos protestos de estima e consideragdo.

S =
el O E
,/-'/;/m:fé"‘%‘ e

/

Coordenador do CEP do ECAC
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Corpo da mensagem _ Pégina 1 de

Date: Fri, 16 Aug 2013 15:08:38 -0300

From: plataformabrasil@saude.gov.br

To: jota78zau@hotmail.com

Subject: PLATBR - Citagdo no Projeto de Pesquisa

Prezado (a) Sr. (a) José Francisco Taty Zau,

Vocé foi incluido como Equipe do Projeto no Projeto de Pesquisa AVALIACAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES CORONARIOPATAS SUBMETIDOS A REABILITACAO CARDIACA que
tem como Pesquisador Responsavel Gerez Fernandes Martins em 16/08/2013.
Atenciosamente,

Plataforma Brasil .

www.saude.gov.br/plataformabrasil

plataformabrasil@saude.gov.br

Esta é uma mensagem automatica. Favor ndo responder este e-mail.

92




C PlataFforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Satide - Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
. FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
1. Projeto de Pesquisa: 2. Numero de Sujeitos de Pesquisa:
60

AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES CORONARIOPATAS
SUBMETIDOS A REABILITACAO CARDIACA

3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Satde

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Gerez Femnandes Martins

6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.%):

822.671.627-68 DO HUMAITA, 231 HUMAITA 101 RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO 22261000
8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRA (21) 2245-2155 gerezm@terra.com.br

12. Cargo:

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei 0s requisitos da Resolugao CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os iais e dados coletados exclusi para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoréveis ou n@o.
Aceito as responsabilidades pela condugao cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera da a0 projeto devic assinada

por todos os responsaveis e faré parte integrante da documentag&o do mesmo.

Data:@?zp / @g I\j&fg

Assinatura
INSTITUIGAO PROPONENTE
13. Nome: 14. CNPJ: 15. Unidade/Org3o:
Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de 42.498.717/0012-08
Castro/ SES
16. Telefone: 17. Outro Telefone:
(21) 22462718

Termo de Compromisso (do responsével pela instituiggo ): Declaro que conheco e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 196/96 e suas
Complementares e como esta instituicéo tem condigbes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugo.

ReswnsévelzJ\nYOM Qxhu“m P Nelo o 4(9 oge ag ¥ - <

camorunzo: “Dehekon.  Gounal

Dala:JE) I)O ! E)

PATROCINADOR PRINCIPAL

No se aplica.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do paciente:

Matricula N°: Contato:

Titulo do Projeto: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES
CORONARIOPATAS SUBMETIDOS A REABILITAGAO CARDIACA.

Investigador:

Local do Estudo:

Telefone para contato: . Horério: de as H

Eu )

abaixo assinado, declaro ter pleno conhecimento dos objetivos desta pesquisa, tendo
discutido com o médico responsavel pelo estudo e recebido todas as orientacdes.
Entendi o objetivo do estudo, sabendo tratar-se de pesquisa que visa avaliar a
capacidade de resposta do organismo ao estresse oxidativo (alteracées na oxigenacgao
dos tecidos) ap6s um periodo do programa de reabilitacéo cardiaca. Sei que para isso,
farei dois (2) testes de exercicio feitos habitualmente para pacientes que participam do
programa de reabilitacdo cardiaca, sendo o primeiro teste para avaliacdo da
capacidade funcional e prescricdo do exercicio. O segundo teste para avaliar a
evolugdo. Sei que em ambos os testes serd coletado sangue para a pesquisa. Sei
também que se esse estudo trouxer beneficios, podera ajudar um namero grande de
pessoas.

A reabilitacdo cardiaca € o somatoério de, ou seja, € um conjunto de atividades
necessarias para garantir aos pacientes portadores de doenca cardiaca as melhores
condi¢cbes fisica, mental e social, de forma que eles consigam, pelo seu proprio
esforco, se reintegrar e reconquistar uma posi¢cdo normal na comunidade e levar uma
vida ativa e produtiva.

A simples realizacdo de um teste de exercicio garante beneficios no metabolismo a
todas as pessoas que forem submetidas.

Esta pesquisa estara vinculada a rotina do programa de reabilitacdo, permanecendo
agregado ao Servico, cumprindo a rotina diaria sem modificacdes.

Ficam previstos os cuidados institucionais, supervisionados pelo pesquisador, para os
danos na coleta de amostras de sangue (curativos, acompanhamentos e cuidados
especificos) sem despesa para o0 paciente e/ou seu responsavel legal.

Informo que todas as coletas serdo realizadas no setor proprio da instituicdo por
profissional qualificado, garantindo o padréo de seguranca e qualidade.

Informo também que a assisténcia médica ndo ser4d modificada em fungcdo da
aceitacdo ou ndo em participar desta pesquisa.

As informagOes desta pesquisa manterdo seu anonimato, serdo confidenciais e
divulgadas apenas sob a forma de publicacéo cientifica. Estou ciente de poder fazer
quaisquer perguntas e me desligar do estudo a qualguer momento, e que esta
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pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e Pesquisa Humana do Instituto Estadual
de Cardiologia Aloysio de Castro, tendo sido aprovada.

A- Teste de exercicio em esteira ergométrica. B- Musculacéo.

Assinatura do Paciente

Assinatura do responsavel (se houver)

Assinatura da Testemunha:

Eu confirmo que expliquei a natureza deste estudo para 0 paciente e/ou seu
responsavel.

Assinatura do Pesquisador:

Data:
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