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1. INTRODUCAO

O envelhecimento é uma experiéncia que todo ser humano compartilha, mas nem
sempre compreende. N&o apenas o entendimento do processo de envelhecimento é
fundamental, como também determinar as causas do envelhecimento e intervencgdes
necessarias para o seu adiamento. Do modo mais simples, o envelhecimento é o tempo
cronolégico de existéncia desde o nascimento até a morte, sendo tempo e idade relativos
sob interpretacdo. Apesar ser de facil deteccdo a idade fisica, é quase imperceptivel aos
olhos a idade fisiologica. (SPIRDUSO et. al., 2005)

O envelhecimento populacional é um dos maiores desafios da salde publica
contemporénea. Este fendmeno ocorreu inicialmente em paises desenvolvidos, mas, mais
recentemente € nos paises em desenvolvimento que o envelhecimento da populacdo tem
ocorrido de forma mais acentuada. No Brasil, 0 nimero de idosos (> 60 anos de idade)
passou de 3 milhdes em 1960, para 7 milhdes em 1975 e 14 milhdes em 2002 (um aumento
de 500% em quarenta anos) e estima-se que alcancara 32 milhGes em 2020. Em paises
como a Bélgica, por exemplo, foram necessarios cem anos para que a populacdo idosa
dobrasse de tamanho. (LIMA-COSTA & VERAS, 2003)

Com o envelhecimento, a massa de varios sistemas como o muscular, 6sseo e
cerebral, diminui. Fungdes fisiologicas como gasto energético total, quantidade espontanea
de movimentos, reflexos, tnus e resisténcia muscular, batimento cardiaco maximo, funcéo
cognitiva, e taxa de filtracdo glomerular diminuem continuamente com o passar dos anos.
Menor quantidade e velocidade de movimentos, menor massa muscular, acimulo de
excrecgdes celulares, desorganizacdo nuclear e celular, e enrugamento sdo caracteristicas da

senescéncia. (CUMMINGS, 2007) Além do acumulo progressivo de mudancas deletérias
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resultando em declinio funcional e aumento da probabilidade de doencas e morte.
(TERMAN et. al., 2006)

A natureza do processo de envelhecimento tem sido passivel de inUmeras
especulagBes. Possibilidades sugeridas incluem: mudanca no codigo de DNA, diminuigdo
na acurdcia de sintese protéica, ligacdo de macromoléculas, auto-ataque ao sistema
imunoldgico e danos causados por reagOes oxidativas. Evidéncias se acumulam indicando
que o envelhecimento e doencas cronicas / degenerativas sdo causados primariamente
devido ao dano gerado pelos radicais livres. (DENHAM, 1981)

Dentre as doencas degenerativas, sdo destacadas as doencgas neurodegenerativas,
como o Alzheimer. O Alzheimer é a forma mais prevalente de deméncia, uma doenca com
perda cognitiva que ocorre durante o envelhecimento. A doenga de Alzheimer (DA) é uma
desordem degenerativa heterogénea, clinicamente caracterizada por deéficits cognitivos
irreversiveis e progressivos e alteragdo de comportamento que afeta a memoria,
aprendizagem, atividades do dia a dia e qualidade de vida. A prevaléncia da Doenca de
Alzheimer é apenas de 1% acima dos 60 anos, mas aumenta dramaticamente para 40%
acima do 85 anos de idade. (VAN DER BEEK & KAMOHUIS, 2008)

As vias neurais pertencentes ao sistema colinérgico e suas conexfes sdo
preferencialmente atingidas na doenca de Alzheimer. As alteragdes cerebrais caracteristicas
da DA s&o as placas senis (ou neuriticas) e os emaranhados neurofibrilares. As placas senis
resultam do metabolismo anormal da proteina precursora do amildide (APP), conduzindo a
formacdo de agregados do peptideo B-amildide; os emaranhados neurofibrilares formam-se
a partir do colapso do citoesqueleto neuronal, decorrente da hiperfosforilagdo da proteina
tau. Estas alteragcGes ocorrem, desde o inicio da doenga, em estruturas do lobo temporal

medial, incluindo o hipocampo e o giro para-hipocampal, consideradas estruturas essenciais
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para 0s processos de memodria. Com a evolucdo da doenca, 0 processo degenerativo se
espalha para o neocortex de associacdo, atingindo areas cerebrais responsaveis por outros
processos cognitivos. (FORLENZA, 2005)

Admite-se que anos antes do inicio da deméncia ja ocorra deposicdo de peptideos -
amiloide e seu respectivo acumulo nas porcBes mediais dos lobos temporais,
comprometendo a neurotransmissdo colinérgica. A medida que esse processo evolui,
somam-se as reacOes gliais inflamatorias e oxidativas, alem do comprometimento do
citoesqueleto, levando a formacgdo dos emaranhados neurofibrilares e a conversdo das
placas senis em neuriticas. Portanto, paralelamente a progressdo do processo patogénico,
ocorre conversdo do comprometimento cognitivo leve para os estagios iniciais da
deméncia. Na deméncia moderada e avangada, intensificam-se as perdas neuronais e
surgem disfuncBes sinapticas e neuroquimicas, afetando, sobretudo, o0s sistemas
colinérgico, serotonérgico e glutamatérgico. Essa heterogeneidade bioldgica correlaciona-
se com o tipo e a intensidade das manifestacfes psiquicas e cognitivas. (FORLENZA,
2005)

O diagnostico da doenga de Alzheimer consome bastante tempo e requer uma
combinagdo de testes psicoldgicos, de imagem e exclusdo de outras desordens
neuroldgicas. Pacientes com Alzheimer pré-sintomatico ou comprometimento cognitivo
leve, tem grande risco de desenvolver a doenca de Alzheimer em si. E estimado que quando
é feito o diagndstico da doenca no paciente, esta j& vem progredindo por varios anos,
portanto é crucial o diagnostico mais recente possivel. (RAY et. al., 2007)

O maior fator de risco para doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer é o
envelhecimento. A mitocondria, tem sido pensada como fator contribuinte ao

envelhecimento pelo acimulo de DNA mitocondrial e a producdo de espécies reativas de
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oxigénio. O estresse oxidativo ocorre precocemente antes do estabelecimento das placas
patoldgicas no Alzheimer. Este dano oxidativo e disfuncdo mitocondrial sdo grandes
contribuintes da doenca. Por exemplo: o estresse oxidativo pode ativar sinalizagbes que
alteram o processamento da APP ou da tau e as proteinas relacionadas na patogénese da
DA podem ter envolvimento fisico direto com a mitocéndria ou proteinas mitocondriais.
(LIN & BEAL, 2006)

Trés proteinas estdo associadas com a heranga da Doenca de Alzheimer: proteina
precursora amiléide (APP) - a qual € clivada sequencialmente por 3 e y-secretases para
produzir AB — e presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2), componentes do complexo y-secretase. Ha
extensa literatura sobre o papel da disfuncdo mitocondrial e danos oxidativos na patogénese
da doenca de Alzheimer, como dito anteriormente. O estresse oxidativo pode aumentar a
expressdo de P-secretase pela ativacdo da cinase aminoterminal de c-Jun e a p38 Map
cinase (MAPK), aumentando a fosforilacdo da tau pela ativacdo da quinase glicogénio
sintase. A inativacdo por oxigénio de algumas moléculas criticas pode também ser
importante. Em estudo protedmico, a prolil isomerase, PIN1, foi particularmente sensivel
ao dano oxidativo. PIN1 catalisa mudancas conformacionais em proteinas que afetam o
processamento de APP e tau. Knockout em PIN1 aumentaram o0 processamento
amiloidogénico de APP e niveis intracelulares de AR em ratos. (LIN & BEAL, 2006)

Existe, também evidéncias que o mtDNA (DNA mitocondrial) pode estar envolvido
na disfuncdo mitocondrial vista na doenca de Alzheimer. A regido controladora de mtDNA
mostrou aumento de mutagdes na DA. O cérebro deste pacientes tem um aumento médio de
63% nas regides de controle da mutacdo, e em individuos mais velhos que 80 anos houve

aumento de 130% nas mutagdes. Essas mutacOes preferencialmente alteraram elementos
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regulatorios de mtDNA suprimindo transcrigdo e replicacdo mitocondrial. (LIN & BEAL,
2006)

Finalmente, alguns estudos recentes sugerem que varias das proteinas implicadas na
patogénese da doenca de Alzheimer tem envolvimento fisico direto com a mitocdndria ou
proteinas mitocondriais. APP tem sido demonstrada como influenciadora na importacdo do
maquinario de proteinas mitocondriais causando disfun¢des mitocondriais e danos ao
metabolismo energético. AP se liga as proteinas da matriz mitocondrial chamada de Ap-
ligadora de alcool desidrogenase (ABAD). Ao bloquear a interacdo de AR e ABAD com
um certo peptideo, houve supressdo da apoptose induzida por APB e geracdo de radicais
livres em neurdnios. Contrariamente, a super expressao de ABAD em ratos trangénicos
com mutacdo para APP, tiveram exagero no estresse oxidativo e disfuncdo de memoria.
Outros grupos também reportaram que A interage com a mitocndria inibindo a atividade
da citocromo oxidase e aumento da geracao de radicais livres. AR também inibe a atividade
da a-cetoglutarato desidrogenase a qual tem sido observada, junto com a atividade da

citocromo oxidase no cérebro e tecidos de pacientes com Alzheimer. (LIN & BEAL, 2006)
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Figura 1. O papel da mitocondria na Doencga de Alzheimer. A geracio de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e inibicdo do metabolismo energético aumentam os niveis de AP em células e ratos
transgénicos, e AP pode interagir com a mitocondria causando disfun¢Ges nesta. A inibe o complexo IV (C-
IV) e a a-cetoglutarato desidrogenase (KGD), e se liga & AP alcool desidrogenase (ABAD). Ambos KGD e
ABAD produzem ROS (representado por estrelas brancas). Proteina precursora amildide (APP) pode ser
alvo para interferir com a importacéo protéica. Mitocéndria também tem sido reportada de conter complexos
y-secretase envolvidos na clivagem de APP para formar AP e conter presenilina 1, a qual aumenta a atividade
proteolitica de HTRA2 para IAPs. (LIN & BEAL, 2006)

H& apenas vinte anos os radicais livres na forma de espécies reativas de oxigénio
(ROS) tém sido reconhecidos como importantes em inimeros processos patoldgicos. ROS
sdo moléculas instaveis com elétrons desemparelhados, capazes de iniciar a oxidagdo. Isto
pode resultar na oxidacdo de proteinas, DNA, e lipideos que podem causar injarias
teciduais ou desencadear variadas respostas celulares através da geracdo de espécies

reativas secundarias. (KIRKHAM & RAHMAN, 2006)
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As espécies reativas de oxigénio podem ser geradas endogenamente por reacdes
metabdlicas, como transporte de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial ou durante
ativacdo de fagocitos ou células inflamatdrias; e exogenamente através de poluentes e
fumaca de cigarro. (KIRKHAM & RAHMAN, 2006)

Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie que tem um ou mais
elétrons ndo pareados. Essa ampla defini¢do inclui o &tomo de hidrogénio, a maioria dos
metais de transi¢do e o proprio oxigénio. Dois estados “singlet” do oxigénio existem, sendo
um deles reativo. Caso um elétron seja adquirido pelo Oy, ele se transforma em radical
superdxido (O;) o qual é formado em quase todas as células aerdbicas, principalmente na
fagocitose de antigenos ou imunocomplexos. Outro elétron adquirido pelo Oy, o transforma
em 0,2, que ndo é um radical, mas que em pH fisiologico é protonado e transforma em
H.0,, o perdxido de hidrogénio. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984)

205 + 2H" = H,02+ Ox(1)

O perdxido de hidrogénio gera o radical hidroxila (OH) de duas maneiras: a) fusdo
de O-O e b) e mistura ao ferro (chamada reacéo de Fenton, descoberta por autor do mesmo
nome em 1894); desencadeando varias outras reacdes:

Fe? + H,0, — Fe* + -OH + OH (1)
Fe** + Hy0, — Fe* + Oy + H (111)
OH + H,0; - Hy0+ Oy + H* (1V)
Fe* + 0y - Fe* + 0y (V)
OH + Fe** -, Fe*"+ OH (VI)
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984)
O acumulo de espécies reativas por producdo exdgena ou enddgena é chamado de

estresse oxidativo, sendo comum para varios tipos de células com perfil redutor deficitario.
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Os danos causados por estresse oxidativo sdo inumeros: dano as estruturas celulares
incluindo lipideos de membrana, danos aos acidos nucléicos e as proteinas. (VALKO, et
al., 2006)

Muitos pesquisadores acreditam ndo somente que o estresse oxidativo € a causa
subjacente de varias as doengas auto-imunes como também que ele pode ser o responsavel
por fazer com que o sistema imunoldgico se agrida. O sistema imune parece ser sensivel
tanto aos agentes infecciosos como as alteragdes na homeostase orgénica, como ocorre no
estresse. (LEANDRO et. al., 2007)

O sistema imunoldgico é determinante no combate a microorganismos invasores, na
remocdo de células mortas e detritos celulares e no estabelecimento da memoria
imunoldgica. As células que constituem o sistema imunoldgico originam-se a partir de
células hematopoéticas pluripotentes, localizadas na medula Ossea, e as diferenciacbes
posteriores ocorrem ndo s6 ai como também em outros locais especificos do organismo.
(LEANDRO et. al., 2007)

As principais células que participam do sistema imune sdo os leucdécitos, também
chamados de glébulos brancos do sangue, que sdo originados na medula dssea e sdo
responsaveis pela destruicdo de corpos estranhos que invadem nosso organismo. Existem
varios tipos de leucécitos, que podem ser classificados de acordo com sua morfologia
nuclear: mononucleares (linfocitos T, linfocitos B, células exterminadoras ou natural killer,
mondcitos, macrofagos e células dendriticas) ou polimorfonucleares (neutrdfilos,
eosinofilos, basofilos e mastocitos). (ABBAS et. al., 2005)

Os mondcitos, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas também podem ser
classificados como fagocitos, por serem capazes de fagocitar e destruir antigenos, ou ainda

podem ser denominadas células apresentadoras de antigenos, por serem capazes de expor,
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em sua superficie, fragmentos de antigenos fagocitados para serem reconhecidos por
linfocitos. Os linfécitos, por sua vez, sdo as células-chave no controle da resposta imune, e
compdem 20% a 30% dos leucdcitos circulantes no sangue dos adultos. Divididos em
linfocitos T e linfécitos B, sdo capazes de reconhecer especificamente os antigenos,
diferenciando-os dos componentes préprios do organismo. (ABBAS et. al., 2005)

Os linfécitos T podem ser classificados em citotoxicos (CD8) ou auxiliares (CD4).
Os linfocitos T citotoxicos sdo importantes no combate a infec¢do viral, uma vez que tém a
capacidade de reconhecer e destruir células infectadas por virus. J& os linfécitos T
auxiliares exercem papel central no controle e desenvolvimento da resposta imune. Estas
células podem ser ativadas pelo reconhecimento de corpos estranhos (antigeno)
apresentados por células apresentadoras de antigenos. Apds este reconhecimento, 0s
linfocitos sdo ativados e induzidos a produzir proteinas, como as citocinas, que agem na
ativacao de outras células do sistema imune. (ABBAS et. al., 2005)

Dentre os componentes do sistema imune ativados pelos linfocitos T auxiliares
durante o processo de apresentacdo de antigenos, destacam-se os linfocitos B. Estas células
estdo geneticamente programadas para codificar receptores especificos para um
determinado antigeno. Uma vez ativadas, as células B produzem e secretam, na forma
solivel, uma enorme quantidade de moléculas receptoras, que sdo conhecidas como
anticorpos ou imunoglobulinas. (ABBAS et. al., 2005)

As células mononucleares, como os linfocitos e mondcitos sdo pré-cursoras de
células que geram radicais livres como elas mesmas geram. Os mondcitos ativados,
essenciais no exterminio de bactérias, devem ser regulados para que ndo haja excesso na

liberacdo de espécies reativas, e esta regulacdo é feita pelo balango de NADPH oxidase e



22

fatores antioxidantes celulares. Caso ocorra um desequilibrio, instala-se o processo de

estresse oxidativo.(ELBIM et. al., 1999)
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Figura 2. Controle de infeccdo com interagdo dos linfécitos e macréfago com

liberacdo de fatores oxidantes.
Fonte: MONACK et. al., 2004

O estresse oxidativo se refere a um perigoso desbalanco entre a producéo de radicais
livres e a defesa antioxidante. E um distirbio no balanco pro-oxidante / antioxidante
levando a um dano potencial. E o dano biomolecular causado por espécies reativas nos
constituintes do organismo vivo. (HALLIWELL, 2007)

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a inducdo de danos. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela
inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Uma ampla

definicdo de antioxidante é: “qualquer substancia que, presente em baixas concentracdes
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quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de

maneira eficaz”. Uma estratégia preventiva antioxidante pode ser arquitetada em canalizar

as espécies para produtos menos reativos, diminuindo o risco de danos maiores. (SIES,

1993)

Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo-enzimaticos:

Tabela 1. Defesas antioxidantes nos sistemas bioldgicos: Lista condensada de compostos e
enzimas antioxidantes. Adaptado de SIES, 1993

Sistema

Nao enzimaticos

a — Tocoferol (Vitamina E)
B — Caroteno

Licopeno

Ubiquinol-10
Ascorbato (Vitamina C)
Glutationa (GSH)
Urato

Bilirrubina

Flavondides

Proteinas Plasméticas
Quimicos

Enzimaticos (Diretos)
Superéxido dismutase
Glutationa peroxidase
Catalase

Enzimaticos

Enzimas conjugadas
NADPH-quinona oxidoredutase
GSSG redutase
NADPH de transporte

Sistema reparador

| Observacdes

Quebra de radicais

Neutralizador de oxigénio “singlet”
Neutralizador de oxigénio “singlet”
Varredor de radicais

Diversas fungfes antioxidantes
Diversas fungfes antioxidantes
Varredor de radicais

Antioxidante plasmatico
Antioxidante de plantas

Quelador de metais, ex. ceruloplasmina
Aditivos, farmacos

Enzima Cu/Zn, enzima Mn, enzima Fe
enzimas
Prtoteina heme, peroxissomos

Glutation-S-transferases
UDP-glucuronosil-transferases
Manter niveis de GSH

NDPH para GSSG redutase
Exportacdo de GSSG

Exportacdo de tio-éster (S-conjugado)
Sistema reparador de DNA
“turnover” de proteinas oxidadas
“turnover” de fosfolipideos oxidados

Atualmente, os cientistas tem centrado no papel que o0s nutrientes

podem

desempenhar na manutencdo da salde, mais especificamente, na reducdo do risco de

desenvolvimento de situagbes cronicas como doengas coronarianas, cardiopatias e

determinadas formas de canceres. Muitas destas investigacdes tem focado nos nutrientes
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que contém vitaminas C, E e beta caroteno (um pré-cursor da vitamina A). (PEREIRA,
2005)

A acdo principal da vitamina C € na sintese do colageno (modernamente sabe-se que
age diretamente estimulando a sintese do peptideo do colageno), dos proteoglicanos e
outros constituintes da matriz intercelular em todos os tecidos do organismo, como 0 0sso,
0 dente, e o endotélio (revestimento interno) capilar. A vitamina C também tem
importancia na ativacdo de uma enzima que age na sintese de alguns hormonios peptidicos,
como o hormonio anti-diurético e a oxitocina. Por sua acdo na reducdo da forma férrica do
ferro a forma ferrosa, no estbmago, aumenta a absorcao intestinal do ferro. Embora pouco
conhecido, a vitamina C tem efeito na esteroidogénese provocada pelas glandulas adrenais.
Facilita a conversdo do acido félico em acido folinico, portanto, é um dos fatores
importantes para evitar a anemia megaloblastica. Atua no metabolismo da tirosina e da
fenilalanina. Aumenta a atividade de enzimas como a desidrogenase succinica e fosfatase
sérica em criangas. (PEREIRA, 2005)

A absor¢do da vitamina C pelo intestino é feita por processo ativo dependente de
energia. Esse processo de absorcdo é saturavel e dose dependente. A dose didria
recomendada para um adulto em condigbes normais pelo RDA (Recomended Dietary
Allowance), 60 mg, é capaz de manter de manter concentragdo plasmatica de 0.8 mg/dl e
um estoque de 1500 mg, bem acima dos 0.15 mg/dl capazes de provocar sinais de
escorbuto. Nos fumantes, consumidoras de contraceptivos orais e em algumas doencas
infecciosas as doses didrias devem ser aumentadas para 100 mg. Uma pessoa adulta possui
1.5 a 3.0 g de vitamina C no seu organismo; nas dietas deficientes, ha perda de até 4%

desse total por dia, 0 que, leva ao escorbuto em uns dois ou trés meses ou até menos.
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As principais fontes da vitamina C sdo as frutas citricas, o0 meldo, a acerola, 0s
tomates, as batatas, os morangos e folhas da couve e de outros vegetais bem verdes (o
brocolis na lideranga), mas ndo nas sementes. O figado, os rins, o leite e 0s peixes também
contém vitamina C. O leite humano chega a ter 55 mg de vitamina C por litro, na
dependéncia do bom consumo pela mée. O calor, os alcalis e os oxidantes destroem a
vitamina C. (PEREIRA, 2005)

A vitamina C é um potente agente redutor que protege contra a peroxidacéo lipidica.
Oxidacdo de proteinas, oxidacdo de DNA, declinios cognitivo e alguns cénceres. No
entanto, os dados dos estudos sdo bastante divergentes e ainda tentam alcancar uma
conclusdo. (SELMAN et. al., 2006)

Os carotendides funcionam como pré-cursores da vitamina A, a qual é necessaria
para boa visdo, crescimento, diferenciacdo celular, morfogénese e varias outras funcbes
celulares e fisiologicas. Os carotendides sdo eficientes queladores do oxigénio singlet,
extinguem diretamente os radicais livres e inibem a peroxidacao lipidica. (ROCK, 1997)

A absorcdo dos carotendides ocorre na mucosa intestinal, pelo que parece ser
difusdo passiva. Em seguida sdo incorporados por quilomicrons e secretados pela linfa até
absorcdo no intestino. Sao, entdo, liberados na circulagcdo em associa¢do com lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) e de baixa densidade (LDL). O tecido adiposo e o figado
sdo 0s maiores estoques de carotenos no corpo humano, mas ainda encontra-se no pulmao,
préstata, rins e outros tecidos. (ROCK, 1997)

Mais de 600 carotendides foram isolados na natureza, sendo o beta-caroteno, o0 mais
conhecido. Aproximadamente 50 estdo na dieta humana e 20 foram identificados no plasma

e tecidos. (PATRICK, 2000)
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O beta-caroteno tem dois anéis beta, e, como 0s outros carotenos tem acdo de
varredura contra os radicais peroxilas. Este é o caroteno mais estudado e mostrou maior
acdo protetora contra a peroxidacdo do LDL quando comparado & sua classe. (PAIVA &
RUSSELL, 1999)

Por ndo se considerar suficientes os dados consignados na literatura, ndo se
emitiram DRI (Dietary Reference Intake), ou doses dietéticas recomendadas, nem Al
(Adequate Intake), ingestdo adequada para beta-caroteno, mesmo na sua atividade pro-
vitaminica. A divergéncia entre alguns estudos também impede a conven¢do de uma UL
(Tolerable Upper Intake Level), nivel de ingestdo maxima toleravel, para os carotendides.
(AMAYA-FARFAN et. al., 2001)

De acordo com o estudo “The Supplémentation em Vitamines et Minéraux
Antioxydants (SU.VI.MAX)”, a ingestdio de 6 mg de beta-caroteno ndo alterou a
concentracdo plasmatica deste em relacdo ao grupo controle que ingeria placebo. Homens
tiveram uma concentracdo plasmatica por volta de 36 pg/dL e mulheres 25 pg/dL.
(HERCBERG et. al., 2004)

A ingestdo de beta-caroteno tem sido relacionada com a prevencdo de céancer,
degeneragdo macular e doengas cardiovasculares. O beta-caroteno € considerado um
potente antioxidante, mas seus efeitos via suplementacdo séo pouco efetivos. (WOODALL
et. al., 1997)

Das oito formas de vitamina E existentes, apenas o alfa-tocoferol é mantido no
plasma humano. A maior funcdo descrita desta vitamina é a quebra dos radicais livres como
antioxidante. Esta é um varredor quando seu grupo fendlico hidroxila reage com o radical
peroxil organico formando o hidroxiperoxido e o radical tocoferoxil. Este radical, pode,

entdo, ser reduzido por outros antioxidantes , reagir para formar outros produtos e atuar
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como pré-oxidante em lipideos. O alfa-tocoferol também tem funcdes moleculares ao inibir
a atividade da proteina cinase C, envolvida em proliferacdo e diferenciagdo celular.
(KRINSKY, 2000)

A Vitamina E é absorvida pelo trato gastrintestinal por mecanismos muito
provavelmente igual aquele observado com as outras vitaminas lipossoluveis (exemplo:
beta-caroteno) e tendo a bile um papel importante. Suas formas esterificadas sdo
hidrolisadas pelas células da parede intestinal, ganham a bile, se associam aos quilomicrons
e chegam a circulacdo sanguinea; no figado € captada dos restos dos quilomicrons ,
secretada fazendo parte das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e logo associa-
se a lipoproteina plasmaticas sendo distribuida a todos os tecidos. Os estoques,
principalmente do figado e tecido adiposo, constituem fontes por longo tempo da vitamina
E. As principais fontes sdo os vegetais, principalmente aqueles ricos em dleos e nos
folhosos, nos cereais, e produtos integrais. (PEREIRA, 2005)

Resumindo:

Tabela 2. Correlacéo entre doses das vitaminas C, alfa-tocoferol e beta-caroteno.

Dose Equivalente Doses Dose
recomendada Antioxidantes | Suplementada
Vit.C 60 mg 200 mL suco de laranja 200 - 300 mg 1-29¢
a-tocoferol 10 mg 2,9 mg em 1 colher de sopa 10 mg 30 Ul =20 mg
de 6leo de canola
3-caroteno 1,8-6 mg 1/2 cenoura média 2,7 mg 5000UI=15¢

Fonte: United States Department of Agriculture

As trés vitaminas atuam ndo somente isoladas, mas, mais eficientemente em
conjunto. A interacdo de acido ascérbico e alfa-tocoferol é ainda mais efetiva na inibicao da

oxidagdo. Estdo localizados em diferentes dominios e interagem entre membrana,
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lipoproteinas ou &gua. O &cido ascorbico reduz o alfa-tocoferil (radical gerado na
membrana apds acdo do alfa-tocoferol) impedindo sua disseminagdo como radical livre. A
interacdo entre o alfa-tocoferol e o beta-caroteno ainda néo esta tdo evidente, mas estudos
ja demonstram que o efeito dos dois antioxidantes juntos é mais potente que
separadamente. O caroteno age como varredor de radicais ao invés de doador de elétrons.
Portanto, beta-caroteno e alfa-tocoferol podem exercer um efeito sinérgico por agir em
diferentes porgdes da membrana e LDL (lipoproteina de baixa densidade) — alfa-tocoferol
na superficie e beta-caroteno no interior — concomitante coma varredura do alfa-tocoferol

aos radicais peroxil produzidos pelo beta-caroteno. (NIKI et. al., 1995)
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O é&cido ascorbico age na fase aquosa enquanto o alfa-tocoferol e beta-caroteno em
compartimentos lipofilicos. Quimicamente, o beta-caroteno € menos reativo diante dos
radicais que o &cido ascorbico e alfa-tocoferol. Em concluséo, a combinacdo de alfa-
tocoferol, beta-caroteno e acido ascorbico pode ser efetiva na inibicdo de danos oxidativos.
(NIKI et. al., 1995)

Varios estudos correlacionaram a alta ingestdo de frutas e verduras (ricos nas
vitaminas citadas acima) com a diminuic¢do da incidéncia de doengas cronicas. No entanto,
exatamente qual constituinte dietético é responsavel por estes beneficios ainda néo é claro.
Os antioxidantes despertam a maior atencdo e as vitaminas estdo incluidas. Portanto, ha
uma grande busca pelo efeito benéfico dos suplementos visando melhorar a saude.
(BJELAKOQVIC et. al., 2008)

A busca pelo adiamento do envelhecimento e doencas correlacionadas tem sido
desenfreada e gera inlmeras conseqliéncias. Em uma ciéncia mutante de poucas
deliberagcbes conclusivas, continuam as investigacdes pelos beneficios, ou serd, maleficios
dos antioxidantes ndo apenas visando as pessoas enfermas, mas dando atencdo ao maior

publico consumidor, a populacéo sadia.
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2- OBJETIVOS
Avaliar o possivel efeito dual (anti-oxidante e pro-oxidante) do complexo vitaminico
(Acido Ascorbico, a-Tocoferol e B-Caroteno) em células mononucleares e plasma de

doadores ndo portadores e portadores de Alzheimer durante o processo de envelhecimento.

3- OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.1-Avaliacdo dos compartimentos oxidativos e redutores em células

mononucleares e plasma

3.1.1-Avaliacdo da producéo de ROS por ensaio de quimioluminescéncia
dependente de luminol em células mononucleares
Este procedimento foi realizado:
a) Em auséncia do Complexo Vitaminico: permitiu avaliar o comportamento do
metabolismo basal das células mononucleares.
b) Em presenga do Complexo Vitaminico: permitiu avaliar o comportamento das células

mononucleares com as vitaminas antioxidantes.

3.1.2-Avalia¢do do poder redutor em células mononucleares e plasma
através de ensaio com MTT
Este procedimento foi realizado:
a) Em auséncia do Complexo Vitaminico: permitiu avaliar o comportamento das células
mononucleares e plasma, individualmente.
b) Em presenca do Complexo Vitaminico: permitiu avaliar o comportamento das células

mononucleares e plasma com as vitaminas antioxidantes.
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Afericdo dos valores de albumina e acido urico nos plasmas de doadores ndo portadores de

Alzheimer e portadores de Alzheimer através dos Kits LabTest® respectivos.

4- MATERIAL E METODOS

4.1- Aparelhos e Equipamentos

=

10.

11.

12.

13.

14.

Agulhas descartaveis
Banho mariaa 37°C
Centrifuga

Grades para apoio de tubos
Lumindmetro

Pipetas de 10-1000uL
Pipetas graduadas de 5mL
Pipetas pléasticas

Placas de Neubauer
Microscépio

Tubos de hemolise de vidro
Tubos de vidro

Tubos de polietileno siliconizados proprios para Lumindémetro

Tubos heparinizados a vacuo
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4.2- Reagentes

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Bicarbonato de Sodio - ECIBRA

Cépsula de Vitaminas — Drogaria Aradjo

Dimetil-sulfoxido — Sigma

Isopropanol — Vetec

Kit de Albumina — LabTest

Kit de Acido Urico - LabTest

KH,PO4

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) — Sigma
Monopaque — Bion Ltda

MTT - 3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazolium bromide - Sigma
Na;HPO4

NaCl

RPMI - 1640 - Sigma

4.3-Solucdes

4.3.1- Solucéo Salina de PBS

Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na,HPO, (8,12g), KH,PO4

(1,359), NaCl (8g), sendo o volume final completado para 1 L. O pH da solucdo era de

7,3.

4.3.2- RPMI

Um frasco de RPMI com HEPES foi diluido em 900mL de &gua destilada. Em seguida

foram adicionados 2,09 de bicarbonato de sodio e 1 ampola de antibidtico (garamicina
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120 mg). O pH foi ajustado para a faixa de 7,3 — 7,4, utiliando-se NaOH 0,5N. O
volume final da solucéo foi ajustado para 1000mL. Em seguida a solucdo foi filtrada em

membrana de porosidade de 0,22microns, e colocada em recipiente estéril.

4.3.3- Gradiente de separacao de células
Para separagdo das mononucleares foi utilizado o gradiente Monopaque: (d = 1,08)

(Bion Ltda).

4.3.4- Solucéo de Luminol
Luminol: 1,77mg
Dimetil-sulfoxido: 1,00mL
Esta solucdo (10M) foi estocada sem contato com a luz. Para uso, diluia-se 100 vezes

(1:100) a solucéo estoque em solucdo salina de PBS.

4.3.5- MTT
A solucdo de MTT foi preparada com 5mg de MTT paral mLde PBSapH7,3e

estocada em recipiente fechado, vedado de luz e ar sob refrigeracao até 8° C.

4.3.6- Complexo Vitaminico
Cépsula contendo: 28.176 ug de Acido ascérbico, 34.458 g de Alfa-tocoferol e 859,04
Hg de Beta-caroteno, como proposto por ZHANG & OMAYE, 2000, manipuladas na
Drogaria Aradjo.
A cépsula foi submetida a diluicio em 10mL de DMSO e posteriormente diluida 10

vezes com PBS. As concentragdes para ambos os procedimentos foram:
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Tabela 3. Quantidade (g) das vitaminas &cido ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno em

cada volume estudado e correlagdo com dose oral.

VITAMINAS [A]=10uL [B] =20 uL [C]=50uL [D]=100 pL

AC.ASCORBICO| 282 pug 5,64 ug 14,09 pg 28,18 ug
o-TOCOFEROL 3,45 g 6,89 ug 17,23 ng 68,92 ng
B-CAROTENO 0,09 ng 0,17 ng 0,43 ng 0,86 nug

Dose abaixo da|Dose equivalente Dose Dose equivalente

recomendacdo | & recomendagdo | intermedidria | & suplementagdo

oral oral oral.
4.4- Metodologia

4.4.1. Selecéo de Doadores

Foram selecionados individuos dos sexos masculino e feminino, divididos em 2

faixas etérias (20-49) e (50-80) anos, como sujeitos de pesquisa. Os critérios de inclusdo e

exclusdo dos doadores deste projeto de pesquisa foram definidos pela equipe médica

responsdvel pela selecdo dos sujeitos de pesquisa. Doadores foram selecionados pelo

servico de geriatria e endocrinologia do hospital da Santa Casa de Misericdrdia (SCMBH)

através do Nucleo de Pesquisa e Pdés-graduacdo; escolhidos aleatoriamente pela

pesquisadora responsavel em parceria com o Ambulatério de Nutricdio do Centro

Universitario de Belo Horizonte e os doadores com Alzheimer foram encaminhados pelo

Dr. Edgar Nunes de Morais e Dr. Rodrigo Ribeiro dos Santos, do Centro de Referéncia do

Idoso do Hospital das Clinicas / MG. A realizacdo deste projeto mereceu parecer favoravel

do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) — Parecer n° ETIC 343/08.
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FAIXAS ETARIAS / SEXO / NUMERO DE INDIVIDUOS

Controle Alzheimer
Faixa etaria Masculino Feminino Média Masculino | Feminino Meédia
(anos) (anos)
20-29 anos 4 4 235+1,77 - -
30-39 anos 5 4 34,1+3,14 - -
40-49 anos 9 2 443+261 - -
50-59 anos 1 4 53,8 + 3,49 - -
60-69 anos 2 6 64,0 + 3,04 1 1 68,5+ 0,71
70-85 anos 3 3 74,2 + 3,66 5 5 79,25 + 4,62
TOTAL 24 23 - 6 6 -
TOTAL GERAL 47 48,98 + 2,95 12 73,88 + 2,67

4.4.2- Obtencdo de células mononucleares e plasma

As células mononucleares e plasma foram obtidos a partir do sangue periférico,

segundo a técnica descrita por BICALHO et. al., 1981.

Em sintese, 4 mL de sangue heparinizado foram adicionados sobre 3 mL de gradiente

Monopaque (densidade = 1,12 ) em tubos de vidro. Apds centrifugacdo a 2500 rpm por 40

minutos foram obtidas duas fases distinas separadas por anel interfdsico. Acima, foi

retirado o plasma e colocado em tubo separado, em seguida o anel de mononucleares. As

hemacias, ao fundo, foram dispensadas. O anel de mononucleares foi transferido para outro

tubo, completado com PBS (pH = 7,3) para duas sessdes de lavagem a 1500rpm por 15

minutos cada. Ap0s as duas lavagens as células foram suspensas em 1,0 mL de RPMI. Para

utilizacdo, foram diluidas 100 vezes em PBS e contadas em placa de Neubauer. Ajustou-se

o volume final para 1 x 10° células em 100pL.
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4.4.3- Ensaio de Quimioluminescéncia

Permite avaliar, diretamente, a atividade da NADPH-oxidase, a enzima responsavel
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), durante a ativagdo de células
mononucleares. Esta técnica baseia-se na reagdo entre luminol (5-amino-2,3-dihydrol,4
phtthalozinedione) e as espécies reativas geradas na auséncia ou presenca das
concentracdes vitaminicas citadas acima (Tabela 3).

Foram utilizados para o ensaio: 500 pL de Luminol (10?) (da solugdo descrita no
item 4.3.4.); células mononucleares 1 x 10° a cada 100uL; o complexo Vitaminico diluido
10 vezes em PBS nos volumes descritos abaixo; e PBS para completar o Volume final de
700uL.

Em tubos especificos para Luminémetro foram, entéo, distribuidos os contetidos abaixo.

Tabela 5. Distribui¢do dos Tubos para o ensaio de quimioluminescéncia.

Tubos Quantidade de Quantidade de PBS Quantidade Quantidade
Complexo (uL) paracompletar | Luminol (uL) | de célula (uL)
Vitaminico (uL) volume final
Basal 0 100 500 100
[A] 10 90 500 100
[B] 20 80 500 100
[C] 50 50 500 100
[D] 100 0 500 100

A leitura foi feita em corridas de 30 minutos para cada tubo.

Ap0os o tempo decorrido, retirava-se o tubo e a fita de papel com os valores de

RLU/minuto, colocando novo tubo para leitura. O processo foi repetido para os cinco tubos.

Foi feita, entdo, a média dos minutos de todos os doadores separados em grupos

(ndo portadores de Alzheimer e portadores de Alzheimer) e por volume das vitaminas.
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4.4.4- Ensaiode MTT

Permite avaliar o poder redutor dos tubos de leitura com conteidos basais, o plasma

na auséncia ou presenca das concentragdes de vitaminas citadas acima (item 4.3.6). O uso

de MTT forneceu leitura em espectrofotometro (570nm).

Os tubos de hemolise foram montados com volume final de 1.100 puL com as

seguintes configuragdes:

Tabela 6. Distribui¢do dos Tubos para o ensaio de MTT.

Tubos Quantidade de Quantidade de Meio RPMI Quantidade de
Complexo (uL) célula OU
Vitaminico (uL) plasma (uL)

Basal 0 980 100

[A] 10 970 100

[B] 20 960 100

[C] 50 930 100

[D] 100 880 100
Basal (branco) 0 1080 0
[A] (branco) 10 1070 0
[B] (branco) 20 1060 0
[C] (branco) 50 1030 0
[D] (branco) 100 980 0

Apos 30 minutos em banho de 37° C, acrescentou-se 20 uL de MTT em cada tubo,

completando o volume final de 1.100 uL. O MTT foi adicionado a solucéo.

Os tubos voltaram ao banho de 37° C por 60 minutos.

O conteldo de 1 mL de Isopropanol HCI foi acrescentado em cada tubo e misturado
no vortex para homogeneizar os cristais. Os tubos foram centrifugados no ponto 3
(1500rpm) por 10 minutos para sedimentagdo das vitaminas e plasma.

Os tubos foram retirados da centrifuga e os sobrenadantes foram lidos no

espectrofotdometro a 570nm. Os tubos brancos respectivos de cada volume de vitamina
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foram utilizados para zerar o aparelho, em seguida foram feitas as leituras dos tubos

correspondentes. Os valores foram anotados.

45-  Analise Estatistica

O teste estatistico utilizado foi 0 ndo paramétrico de “Mann & Whitney”.

O teste de “Mann & Whitney” corresponde ao teste t para amostras independentes
no caso paramétrico e avalia se existe diferenca significativa entre duas variaveis distintas.

Por exemplo, quando tiver a existéncia de 2 grupos.
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5- RESULTADOS

A Tabela 7 mostra os efeitos antioxidantes e pro-oxidantes do complexo vitaminico
em células mononucleares de doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20 a
80 anos. Os nossos resultados demonstraram que a concentragdo [A], dose abaixo da
recomendada e [C] dose intermediaria, ndo foram significativas p>0,05 pelo Teste de
Mann-Whitney, o suficiente para alterar a producéo dos radicais livres quando comparadas
as taxas basais, no entanto, revelam as tendéncias seguidas pelas doses [B], recomendada e
[D] suplementada. A concentragdo [B] mostrou ser extremamente antioxidante e
significativo (p<0,05), enquanto a concentra¢do [D], demonstrou um perfil pro-oxidante
significativo (p<0,05), aumentando a producdo de radicais livres além da producgdo basal.
Entretanto quando comparamos as concentracdes [A] e [B], [C] e [D] entre si, verificamos
que sdo significativas, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney. O painel A mostra os dados
expressos em E — C {Experimento — Controle (M + RPMI)}. Nossos resultados mostram o
alto potencial antioxidante da concentracdo recomendada [B] e o alto potencial oxidante da

concentracdo suplementada [D].
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Tabela 7. Demonstracdo do perfil antioxidante e pro-oxidante do complexo vitaminico
(beta-caroteno, alfa-tocoferol e &cido ascorbico) em células mononucleares de
doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20-80 anos.

Experimentos Quimioluminescéncia E-C
(RLU/minuto + EP)

M + RPMI 3900 + 89 -
M + [A] 3763 + 65 -137
M + [B] 2577 £111* -1323
M + [C] 3973 + 154 73
M + [D] 5058 + 154* 1158
A 50 - 0<005 T 5%
1000 + + 1000
500 + + 500
o 0 0 ©
0 w
-500 + + 500
-1000 + + -1000
-1500 - L -1500

Concentracfes de Vitaminas

Os valores representam a média de 40 experimentos + E.P.

A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/minuto (Relative Light
Units = Unidade Relativa de Luz) em reagdo de 30 minutos, M = células mononucleares, RPMI =
meio de cultura. E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,461, Beta-Caroteno =0,86g

[A] e [C] ndo sdo significativas (p>0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-
Whitney.
[B] e [D] significativos (p<0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-Whitney.
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ApOs observarmos que na faixa etaria de 20 a 80 anos ocorre um efeito dual
antioxidante e pré-oxidante em células mononucleares de doadores ndo portadores de
Alzheimer, partimos para a analise do poder redutor das mesmas, a fim de avaliarmos o
possivel estresse oxidativo gerado. O que podemos observar foi uma diminuicdo, da
capacidade redutora provocada pelo complexo vitaminico nas concentragdes [B], [C] e [D],
mas significativa , p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney, apenas para as concentragoes: [C],
intermediaria e [D] suplementada. Na concentragdo [A], ndo houve diferenca significativa,
p>0,05 pelo teste de Mann-Whitney, mas uma tendéncia ao aumento do poder redutor

celular (Figura 4).
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Figura 4. Demonstracdo do perfil redutor do complexo vitaminico (beta-
caroteno, alfa-tocoferol e acido ascérbico) em células mononucleares
de doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20 a 80
anos.

40
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(E-C) x 10°

Concentragoes das Vitaminas

Os valores representam a média de 30 experimentos + E.P.
E — C = Experimento — Controle. D.O.=densidade dptica (570nm).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;

[B] Acido Ascdrbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18g;

[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;

[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,461, Beta-Caroteno =0,86g
[A] néo significativa (p>0.05) quando comparada ao Controle pelo teste Mann-Whitney.

[B], [C] e [D] séo significativas (p>0.05) quando comparadas ao Controle pelo
teste Mann-Whitney.

Uma vez verificada a diminuicdo do poder redutor do compartimento celular, foi
nosso interesse verificar a capacidade redutora do compartimento plasmatico. Todas as
concentracdes do complexo vitaminico geraram aumentos significativos, p<0,05 pelo teste
de Mann-Whitney, do poder redutor plasméatico, como mostra a Figura 5. Entretanto, este

aumento se mostrou mais exacerbado nas concentra¢des: [C], intermediaria e [D],
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suplementada. Estes resultados analisados em conjunto com a Figura 4 mostram um perfil

contrario do que foi observado com o poder redutor celular.

Figura 5. Demonstracao do perfil redutor do complexo vitaminico (beta-
caroteno, alfa-tocoferol e acido ascorbico) no plasma de doadores ndo
portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20 a 80 anos.
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% 100 -
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[A] [B] [C] [D]
Concentrag¢oes das Vitaminas

Os valores representam a média de 40 experimentos * E.P.
E — C = Experimento — Controle. D.O.=densidade dptica (570nm).

[A] Acido Ascérbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09u0;
[B] Acido Ascérbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascérbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43g;
[D] Acido Ascérbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86g

[Al, [B], [C] e [D] séo significativas (p<0.05) quando comparados ao Controle pelo teste Mann-
Whitney.

Entretanto, os resultados da Figura 5 poderiam néo ser conclusivos, pois sabemos
que no compartimento plasmatico existem substdncias antioxidantes que poderiam estar
aumentadas, justificando estes resultados. Assim, os conteudos de albumina e &cido Urico

foram dosados de cada doador. Nossos resultados mostram que os doadores se encontraram
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na faixa de normalidade para albumina, dentro dos valores de referéncia de 3,5 a 5,5 g/dL,
como demonstrado na Figura 6. Os valores para &cido urico, em que a faixa de referéncia é
de 2,4 a 5,7 mg/dL para mulheres e 3,4 a 7 mg/dL para homens, nossos doadores se

enquadraram, como demonstrado nas Figuras 7 e 8, respectivamente.



Figura 6. Dosagem de albumina plasmatica de doadores ndo
portadores de Alzheimer na faixa etéaria de 20-80 anos.
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Figura 7. Dosagem de acido Urico plasmatico de doadores
do sexo feminino n&o portadoras de Alzheimer na faixa
etaria de 20-80 anos.

Valores de Acide Urico em

mig/dL
P2 W B th @

Doadores FemininosSadios

Walores de referéncis= 2,4 a3, 7 moidL

Figura 8. Dosagem de &cido Urico plasmatico de doadores
do sexo masculino ndo portadores de Alzheimer na faixa
etaria de 20-80 anos.
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Apos avaliacdo do efeito dual (anti e pro-oxidante) do complexo vitaminico de
doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20-80 anos, comecamos a
questionar se estes resultados seriam 0s mesmos quando fossem analisados em duas faixas
etarias distintas (20-49 anos e 50-80 anos). Esta analise, a nosso ver, se faz pertinente, pois
trabalhos do laboratorio comprovaram diferenca na reatividade celular durante o processo
de envelhecimento. Neste contexto, a Tabela 8 mostra um perfil pro-oxidante gerado pelas
células mononucleares em todas as concentragdes do complexo vitaminico. Entretanto,
apesar da tendéncia pro-oxidante, as concentracGes [A] e [B] ndo foram significativas,
p>0,05 pelo teste de Mann-Whitney. Em contrapartida, as concentragfes [C] e [D] foram
significativamente p<0,05 maiores que a producdo basal (M+RPMI), pelo teste de Mann-
Whitney. A Tabela 8, painel A, demonstra claramente esses efeitos exacerbados nos valores
de E — C (Experimento — Controle) e o aumento gradativo da producdo de radicais livres

com 0 aumento das concentragdes das vitaminas.
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Tabela 8. Demonstracdo do perfil antioxidante e pro-oxidante do complexo vitaminico
(beta-caroteno, alfa-tocoferol e &cido ascorbico) em células mononucleares de
doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20-49 anos.

Experimentos | Quimioluminescéncia | E-C 20 a 49 anos
(RLU/minuto + EP)
M+ RPMI 1798 + 136 -
2500 + p< 0,05 _ 2500
M +[A] 1883 + 90 85 al
2000 + -+ 2000
M + [B] 2084 + 139 286 p< 0,05
M + [C] 3185 + 40* 1387 | © | [0
w w
M + [D] 4121 + 78* 2323 1007 11
500 + -+ 500
0 } } } 0
[A] [B] [C] [D]

Concentragdes das Vitaminas

Os valores representam a média de 18 experimentos + E.P.

A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/minuto (Relative Light
Units = Unidade Relativa de Luz) em reagdo de 30 minutos, M = células mononucleares, RPMI =
meio de cultura. E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34 4619, Beta-Caroteno =0,86g.

[A] e [B] ndo sdo significantes (p>0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-

Whitney.

[C] e [D] séo significantes (p<0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-Whitney
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Ao realizarmos a mesma avaliacdo na faixa etaria de 50-80 anos, verificamos um
perfil diferente. As concentracdes [A] e [B] do complexo vitaminico conseguem reduzir,
significativamente, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney, a producdo de radicais livres em
relacdo ao controle, como observado na Tabela 9. A concentracdo [C], intermediaria
apresentou uma capacidade antioxidante néo significativa, p>0,05, mas que ao observarmos
os dados, poderiamos analisar como transitorio do anti para pré-oxidante.

Assim, quando comparamos o perfil pr6 e antioxidante nas duas faixas etarias
estudadas, verificamos que o processo de envelhecimento influencia a metabolizagdo do

complexo vitaminico estudado (Tabela 8 e 9, painéis A).
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Tabela 9. Demonstracdo do perfil antioxidante e pro-oxidante do complexo vitaminico
(beta-caroteno, alfa-tocoferol e &cido ascorbico) em células mononucleares de doadores néo

portadores de Alzheimer na faixa etéria de 50-80 anos.

Experimentos | Quimioluminescéncia E-C 50 a 80 anos
(RLU/minuto + EP)

M+ RPMI 3172 + 300 -
2500 — 2500

M + [A] 2406 + 194* -766 2000 + 1 2000

M + [B] 2131 +99* -1041 1500 N 1500
1000 + p<9 + 1000

M+ [C] 3037 £ 135 -135 500 L p< 0.05 p< 0.05 N.S. ’7"‘ 1 500

M + [D] 3861 + 176* 686 0 | | | 0
5001 [[A (8] (@ (5] IS
2000 & 4 -1000
-1500 - 1 1500

Concentragdes das Vitaminas

Os valores representam a média de 12 experimentos + E.P.

A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/minuto (Relative Light
Units = Unidade Relativa de Luz) em reagdo de 30 minutos, M = células mononucleares, RPMI =

meio de cultura. E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34 461g, Beta-Caroteno =0,86g.

[C] néo significativo (p>0.05) quando comparado a M + RPMI pelo teste Mann-Whitney
[A], [B] e [D] significativos (p<0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-Whitney.

Apos andlise do poder oxidativo nas faixas etérias, passamos para a verificacdo do
poder redutor celular e plasmético nestas mesmas faixas etarias.

Todas as concentracdes do complexo vitaminico diminuiram o poder redutor celular
de doadores de 20-49 anos, sendo [B], [C] e [D] significantes, p<0,05 pelo teste de Mann-
Whitney, e [A] néo significante p>0.05 pelo mesmo teste, como demonstra a Figura 9,

painel A.
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Em contrapartida, houve aumento significativo, p<0,05 pelo teste de Mann-

Whitney, do poder redutor plasmatico em todas as concentracdes do complexo vitaminico

nesta mesma faixa etéria, observado na Figura 9, painel B.

Figura 9. Avaliacdo do poder redutor celular e plasmatico de doadores
ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20 a 49 anos.
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Concentragdes das Vitaminas

Os valores representam a média de 15 experimentos * E.P.

E — C = Experimento — Controle. D.O.=densidade dptica (570nm)

[A] Acido Ascorbico = 2,82g, Alfa-tocoferol = 3,459, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascérbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90ug, Beta-Caroteno =0,18pg;
[C] Acido Ascérbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascérbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86pg

p<0,05 = significativo quando comparados ao controle pelo teste de Mann-Whitney.
N.S. = ndo significativo quando comparados ao controle pelo teste de Mann-Whitney.
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Na faixa etaria de 50 a 80 anos, o poder redutor celular comeca mais elevado na
concentracdo [A], mas diminui com o aumento das doses do complexo vitaminico. Esta é
apenas uma tendéncia pois nenhuma das doses do complexo vitaminico foi significativa em
relacdo ao basal, p>0,05 pelo teste de Mann-Whitney. Na Figura 10, painel A, observamos
a tendéncia & diminuicdo do poder redutor celular, mas, o complexo vitaminico ndo é
significativo nesta faixa etaria.

Seguindo 0 mesmo perfil antes mencionado na faixa de 20-49 anos, o poder redutor
plasmatico da faixa etaria de 50-80 anos aumenta significativamente, p<0,05 pelo teste de
Mann-Whitney, com relacdo ao controle. Como demonstrado em figuras anteriores, a
Figura 10, painel B, mostra 0 aumento gradativo do poder redutor do plasma. Ha aumento

do poder redutor plasmatico com o aumento da concentracdo do complexo de vitaminas.



Figura 10. Avaliacao do poder redutor celular e plasmético de doadores
ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 50 a 80 anos.
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Os valores representam a média de 15 experimentos + E.P.
E — C = Experimento — Controle. D.O.= densidade dptica (570nm).

[A] Acido Ascérbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,099;
[B] Acido Ascérbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,909, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascérbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23g, Beta-Caroteno =0,43g;
[D] Acido Ascérbico = 28,18g, Alfa-tocoferol = 34,46, Beta-Caroteno =0,861g

p<0,05 = significativo quando comparados ao controle pelo teste de Mann-Whitney.

N.S. = ndo significativo quando comparados ao controle pelo teste de Mann-Whitney.
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Sabemos também, que o0 estresse oxidativo estd presente ndo apenas no
envelhecimento isolado, mas especialmente em co-morbidades associadas a ele como
doengas neurodegenerativas, 0 que torna preocupante a suplementacdo destes pacientes
com vitaminas. Neste contexto, resolvemos estender os nossos estudos, avaliando este
balanco em doadores portadores de Alzheimer.

O perfil oxidativo deste grupo é diferente dos doadores ndo portadores de
Alzheimer pois as células apresentam intensa reducdo na producdo de radicais livres, ao
receberam as quatro concentragdes do complexo vitaminico. Como demonstrado pela
Tabela 10, o poder antioxidante das vitaminas nas células mononucleares é evidente e
altamente significativo, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney. Todos os valores de E — C
(Experimento — Controle) sdo negativos, indicando a reducdo na geragdo de espécies

oxidantes em relagéo ao controle.



54

Tabela 10. Demonstracdo do perfil antioxidante e pro-oxidante do complexo vitaminico
(beta-caroteno, alfa-tocoferol e &cido ascérbico) em celulas mononucleares de

doadores com Alzheimer na faixa etaria de 60-85 anos.

Experimentos Quimioluminescéncia E-C
(RLU/minuto + EP)
M + RPMI 2117 + 218 -
M + [A] 1481 + 150* -636
M + [B] 1407 + 150* -710
M + [C] 1280 + 168* -837
M + [D] 792+ 121* -1325
-100 [A] (B] [C] (D]
-300
-500
O -700 | 1
(1]
p< 0,05
-900 p< 0,05 l
-1100 p< 0,05
-1300
p< 0,05 l
-1500

Concentracodes das Vitaminas

Os valores representam a média de 12 experimentos + E.P.
A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/minuto (Relative Light
Units = Unidade Relativa de Luz) em reagdo de 30 minutos, M = células mononucleares, RPMI =
meio de cultura. E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34 461g, Beta-Caroteno =0,86g.

[A], [B], [C] e [D] séo significativos (p<0.05) quando comparados a M + RPMI pelo teste Mann-

Whitney.
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O poder redutor celular deste mesmo grupo, é reduzido na concentracdo [A] do
complexo vitaminico de maneira significativa, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney.
Entretanto nas concentracdes [B], [C] e [D] ocorre uma inversdo na funcdo do complexo
vitaminico, o qual aumenta o poder redutor celular significativamente, p<0,05 pelo teste de
Mann-Whitney (Figura 11).

Figura 11. Avaliacédo do poder redutor celular de portadores de Alzheimer na
faixa etéaria de 60 a 85 anos.
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Concentracoes das Vitaminas

Os valores representam a média de 12 experimentos + E.P.
E — C = Experimento — Controle, D.O.= densidade éptica (570nm).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18ug;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,461, Beta-Caroteno =0,86g

[A], [B]. [C] e [D] séo significativos (p<0.05) quando comparados ao Controle pelo teste Mann-
Whitney.
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O perfil redutor plasmatico segue a mesma linha dos doadores ndo portadores de
Alzheimer. H4 um aumento do poder redutor plasmatico de doadores com Alzheimer em
todas as concentracOes e de maneira gradual. Todos os aumentos detectados no poder
redutor plasmatico dos doadores com Alzheimer foram significativos, p<0,05, pelo teste de

Mann-Whitney (Figura 12).

Figura 12. Avaliacdo do poder redutor plasmatico de portadores de Alzheimer na faixa
etaria de 60 a 85 anos.
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Os valores representam a média de 12 experimentos + E.P.
E — C = Experimento — Controle, D.O. = Densidade éptica (570nm).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09ug;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90g, Beta-Caroteno =0,18ug;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,461, Beta-Caroteno =0,86g

[A], [B], [C] e [D] séo significativos (p<0.05) quando comparados ao Controle pelo teste
Mann-Whitney.
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Sabemos que no compartimento plasmatico existem substancias antioxidantes que
poderiam estar aumentadas interferindo nos resultados vistos na Figura 12. Assim, 0S
conteudos de albumina e acido Urico foram dosados de cada doador. Nossos resultados
mostram que os doadores se encontraram na faixa de normalidade para albumina, dentro
dos valores de referéncia de 3,5 a 5,5 g/dL, como demonstrado na Figura 13. Os valores
para &cido Urico, em que a faixa de referéncia é de 2,4 a 5,7 mg/dL para mulherese 3,4 a7
mg/dL para homens, enquadraram nossos doadores, como demonstrado nas Figuras 14 e

15, respectivamente.



Figura 13. Dosagem de albumina plasmatica de doadores
com Alzheimer na faixa etaria de 60-85 anos.
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Figura 14. Dosagem de &cido Urico plasmatico de
doadores do sexo feminino com Alzheimer.
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Figura 15. Dosagem de &cido Urico plasmatico de
doadores do sexo masculino com Alzheimer.
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Como visto até o presente momento o envelhecimento por si so altera a reatividade
celular demonstrando alteracGes na capacidade anti e pro-oxidante do complexo vitaminico.
Esta alteracdo foi também observada quando avaliamos os portadores de Alzheimer. Assim
0 nosso préximo passo foi o de verificar se estas diferencas entre as faixas etarias durante o
processo de envelhecimento seriam significativas e também as possiveis diferencas quando
comparadas aos portadores de Alzheimer. A Figura 16 compara os perfis oxidativos entre
as faixas etarias de doadores ndo portadores de Alzheimer. O painel A demonstra que todas
as doses do complexo vitaminico foram significativamente diferentes p<0,05 pelo teste de
Mann-Whitney entre as faixas de 20 a 49 anos e 50 a 80 anos. Ao analisar a figura 16,
verificamos que a curva da faixa etaria de 50-80 anos estd abaixo da faixa de 20-49 anos

demonstrando maior poder antioxidante das vitaminas nesta faixa etéaria.
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Figura 16. Comparagéo entre os perfis oxidativos de doadores ndo portadores de
Alzheimer de 20-49 anos e 50-80 anos.
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Concentragdes das Vitaminas

Os valores representam a média de 18 e 12 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de
Alzheimer de 20-49 anos e 50-80 anos, respectivamente.

E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90pg, Beta-Caroteno =0,18pg;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascérbico = 28,18g, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86g.

p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.

Apos comparacdo das faixas etarias de doadores sadios, comparamos pacientes com
Alzheimer e pacientes ndo portadores de Alzheimer da mesma faixa etdria a fim de
verificar se os compartimentos oxidativos e redutores desta populacdo de pacientes era
influenciado pelo complexo vitaminico. A Figura 17, mostra a diferenca no perfil de
doadores ndo portadores de Alzheimer e com Alzheimer nas concentracdes [C] e [D],
significativas p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney, do complexo de vitaminas. As linhas
tém inicialmente trajetdrias iguais nas doses [A] e [B], as quais ndo tiveram diferenca
significativa nos dois grupos, p>0,05 pelo teste de Mann-Whitney, e trajetorias opostas a

partir da dose [C]. O complexo vitaminico tem efeito antioxidante nos pacientes com
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Alzheimer , indicado pela curva descendente e efeito pré-oxidante em ndo portadores de

Alzheimer de mesma faixa etéaria, indicado pela curva ascendente.

Figura 17. Comparagéo entre os perfis oxidativos de doadores ndo portadores de
Alzheimer de 50-80 anos e com Alzheimer de 60-85 anos.
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Concentracoes das Vitaminas

Os valores representam a média de 12 e 12 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de
Alzheimer e com Alzheimer, respectivamente.

A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/minuto (Relative Light
Units = Unidade Relativa de Luz) em reacéo de 30 minutos, M = células mononucleares, RPMI =
meio de cultura. E — C = Experimento — Controle (M+RPMI).

[A] Acido Ascérbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64pg, Alfa-tocoferol = 6,90ug, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09g, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,46g, Beta-Caroteno =0,86g.

p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
N.S. = ndo significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.

Apos analise do compartimento oxidativo das faixas etérias, prosseguirmos nossa
analise comparativa dos grupos e faixas etarias em seus poderes redutores, celulares e
plasmaticos.

A Figura 18 compara o poder redutor celular de doadores sadios de 20-49 anos e 50-
80 anos. No painel A, percebemos que doadores ndo portadores de Alzheimer tem o

mesmo perfil redutor celular quando as faixas etdrias sdo comparadas. Verificamos,
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entretanto, que a capacidade redutora celular é mais eficiente na faixa etaria de 20-49 anos.
Quando comparamos concentracdo por concentracdo de ambas as faixas etarias verificamos
que em todas, a saber [A], [B], [C] e [D] do complexo vitaminico, ha diferenca
significativa, entre estas, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney.

Figura 18. Comparacdo entre os perfis redutores celulares de doadores sadios de 20-49
anos e 50-80 anos.
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Concentragoes das Vitaminas

Os valores representam a média de 15 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de Alzheimer de
ambas as faixas etarias.

E — C = Experimento — Controle, D.O.= densidade 6ptica (570nm).

[A] Acido Ascérbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90ug, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43g;
[D] Acido Ascorbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86g.

p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
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Continuando a analise do poder redutor celular, comparamos os doadores nédo
portadores de Alzheimer de 50-80 anos e pacientes com Alzheimer, de 60-85 anos (Figura
19).

Todas as concentragdes foram significativamente diferentes entre os dois grupos,
p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney, exceto na concentracdo [A]. A curva de ndo
portadores € proxima de zero e a de Alzheimer é positiva demonstrando aumento do poder
redutor celular deste Gltimo. A tendéncia da curva de Alzheimer é aumentar o poder redutor
com o0 aumento da concentragdo do complexo vitaminico, enquanto a curva dos sadios de
50 a 80 anos tem perfil linear, a qual recebe menos influéncia das vitaminas.

Figura 19. Comparacdo entre os perfis redutores celulares de doadores sadios de 50-80
anos e com Alzheimer de 60-85 anos.
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Os valores representam a média de 15 e 10 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de Alzheimer e
com Alzheimer, respectivamente.

E — C = Experimento — Controle, D.O.= densidade 6ptica (570nm).

[A] Acido Ascérbico = 2,82g, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90pg, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascérbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86g.

N.S.= ndo significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
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Apos analise do poder redutor celular das faixas etarias de doadores ndo portadores
de Alzheimer e de doadores com Alzheimer, analisamos o poder redutor plasmatico, visto
que um compartimento complementa o outro em suas agdes oxidantes.

A Figura 20 compara as faixas etarias (20-49 anos e 50-80 anos) dos doadores ndo
portadores de Alzheimer. Percebemos que a dose [A] ndo difere significativamente, p>0,05
pelo teste de Mann-Whitney, entre as faixas etarias. As concentra¢@es [B], [C] e [D] séo
diferentes com significancia p<0.05 pelo teste de Mann-Whitney. As vitaminas foram mais
efetivas em aumentar o poder redutor plasmatico da faixa etaria de 50 a 80 anos e menos

efetivas sobre poder redutor plasmatico da faixa entre 20 e 49 anos.
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Figura 20. Comparacéo entre os perfis redutores plasmaticos de doadores ndo portadores
de Alzheimer de 20-49 anos e 50-80 anos.
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Os valores representam a média de 15 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de Alzheimer em
ambas as faixas etarias.
E — C = Experimento — Controle, D.O.= densidade 6ptica (570nm).

[A] Acido Ascorbico = 2,82ug, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90ug, Beta-Caroteno =0,18g;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43g;
[D] Acido Ascérbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,4619, Beta-Caroteno =0,86g.

N.S.= ndo significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.

Com relacdo & comparacdo de doadores ndo portadores de Alzheimer de 50 a 80
anos e doadores com Alzheimer, houve diferenca significativa apenas na concentracéo [B],
p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney. As outras concentracfes: [A], abaixo da
recomendacdo, [C] intermedidria e [D], suplementada, ndo foram diferentes
significativamente, p>0,05 por Mann-Whitney, confirmando um perfil redutor plasmético

semelhante.
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Figura 21. Comparacédo entre os perfis redutores plasmaticos de doadores ndo portadores
de Alzheimer de 50-80 anos e com Alzheimer de 60-85 anos.
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Os valores representam a média de 15 e 10 experimentos + E.P de doadores ndo portadores de Alzheimer e
com Alzheimer, respectivamente.

E — C = Experimento — Controle, D.O.= densidade 6ptica (570nm).

[A] Acido Ascérbico = 2,821g, Alfa-tocoferol = 3,45ug, Beta-Caroteno =0,09g;
[B] Acido Ascorbico = 5,64ug, Alfa-tocoferol = 6,90pg, Beta-Caroteno =0,18yg;
[C] Acido Ascorbico = 14,09ug, Alfa-tocoferol = 17,23ug, Beta-Caroteno =0,43ug;
[D] Acido Ascérbico = 28,18ug, Alfa-tocoferol = 34,469, Beta-Caroteno =0,86g.

p<0,05 = significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney.
N.S. = ndo significativo quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney
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6- DISCUSSAO

A vida aerobica depende da combustdo controlada de energia e esta é controlada,
catalisada e regulada por uma maquinaria metabolica que pode ser danificada por reacbes
oxidativas incontrolaveis associadas com a producédo de energia. Devido & extrema ameaca
desta oxidagdo, seres aerobios desenvolveram um sistema antioxidante complexo para
controlar essas reacOes e reparar ou substituir a maquinaria afetada (JONES, 2006).

Os radicais livres se formam durante toda nossa vida, mas sao mais sentidos da idade
adulta em diante. Vérias substancias contribuem para o combate aos radicais livres, entre
elas o pantotenato de calcio, as vitaminas A, E e B6, que agem contra 0s peroxidos
lipidicos, e a vitamina C, que protege as vitaminas A e E dos processos oxidativos,
varrendo os radicais hidroxila, que sdo os radicais livres responsaveis pelas agressdes as
células e consequente envelhecimento de nosso organismo.

Os antioxidantes tém papel vital na defesa dos sistemas contra o estresse oxidativo
induzido por espécies reativas de oxigénio. As vitaminas C, E e beta-caroteno s&o
conhecidas particularmente como importantes em seus papéis de manter a salde e prevenir
doencas.

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e preven¢do de doencas. Entretanto, nos alimentos é
encontrada uma grande variedade de substancias que podem atuar em sinergismo na
protecdo das células e tecidos (NIKI et. al., 1995; HERCBERG et. al., 2004).

Assim, diante do fator cooperador entre as vitaminas C, E e A freqlientemente
mencionado na literatura, que mostra a interacdo dessas vitaminas é efetiva na inibi¢do da
peroxidacdo dos lipideos da membrana e na protecdo do DNA, suas utilizagdes em conjunto

tornam-se mais efetivas.(HAMILTON et. al., 2000, FOTOUHI et. al., 1996; NIKI et. al.,
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1995). Diante disso, nos nossos estudos utilizamos um complexo vitaminico contendo
acido ascorbico, alfa-tocoferol e beta-caroteno.

Escolhemos para este estudo a avaliacdo de dois compartimentos, a saber, celular e
plasméatico. O estudo conjunto nestes dois compartimentos nos deu uma Visdo mais
detalhada do real efeito do complexo vitaminico quanto ao seu poder anti e pro-oxidante
uma vez que os estudos da literatura ndo fazem esta avaliagcdo em conjunto. Neste contexto,
as células mononucleares vem sendo estudadas com o propdsito de serem utilizadas para
diagnostico. A vantagem deste tipo de célula é sua acessibilidade e facil isolamento do
sangue. Varios estudos tém caracterizado as células mononucleares como relatoras de
efeitos nutricionais especificos, metabolismo e controle homeostatico, levando a prevencao
de doencas e intervencgdes precoces. Portanto, a habilidade de detectar mudancgas induzidas
pela dieta na expressdo destas células pode ser ndo sO valioso para a identificacdo de
mecanismos moleculares baseados na nutricdo, mas também importante no estudo de
desordens cronicas relativas a dieta. (BOUWENS et. al., 2007). Outra possivel correlacdo
que podemos inferir ao estudar estas células é o efeito das vitaminas sobre a resposta
especifica do sistema imunolégico.

Assim, em decorréncia do exposto acima, a nossa primeira indagagdo consistiu: As
vitaminas ora estudadas podem ter efeito dual (anti e pro-oxidante) em células
mononucleares dose dependente?

Para respondermos esta pergunta comecamos nosso estudo avaliando ceélulas
mononucleares de doadores ndo portadores de Alzheimer na faixa etaria de 20-80 anos.
Nossos resultados mostraram que o complexo de vitaminas, na faixa etaria estudada, exerce
efeito antioxidante em doses abaixo da recomendada [A] e recomendada [B], como também

efeito pré-oxidante nas doses intermediaria [C] e suplementada [D] (Tabela 7). Assim,
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nossos resultados mostraram que em células mononucleares existe um efeito dual anti e
pro-oxidante quando estas sdo incubadas com o complexo vitaminico. Nossos resultados
estdo de acordo com Palozza et. al., 2006 o qual encontraram um efeito pro e anti-oxidante
com a suplementagdo de beta-caroteno e alfa-tocoferol em pulmdes de doadores fumantes e
ndo fumantes em diferentes pressdes de oxigénio. De acordo com Zureik et. al., 2008
(Estudo da “American Heart Association”) ndo héa efeito benéfico no uso a longo termo e
em peguenas doses de vitaminas suplementadas na estrutura da carétida ou rigidez arterial.
Bjelakovic et. al., 2008, concluiram em sua revisdo, apds analise de 67 artigos, a ndo acéo
benéfica dos antioxidantes em populacdo saudavel ou com doencas, sendo que o beta-
caroteno e vitamina E aumentaram a mortalidade. Este resultado é apoiado por Crisostomo
et. al., 2007, e Miller et. al., 2005, que observaram aumento de mortalidade geral com o uso
de vitamina E. Entretanto, Evans & Halliwell, 2001, ndo encontraram efeitos danosos com
a suplementagdo de 500mg/dia de vitamina C, mas também nédo viram beneficios. Nossos
resultados corroboraram com ambos os achados descritos na literatura que demonstraram
um efeito antioxidante e pro-oxidante das vitaminas.

Entretanto os resultados encontrados acima onde demonstraram a capacidade pro-
oxidante do complexo vitaminico podem nao ser validados se ndo forem avaliadas as
capacidades redutoras celulares destes doadores uma vez que estudos realizados por Chaves
et.al., 1998, demonstraram a importancia do balango oxidante redutor para a manutencdo
do equilibrio metabdlico. Neste contexto, os resultados da Figura 4 mostram que o
complexo vitaminico diminuiu significativamente p<0,05 a capacidade redutora celular nas
concentragBes recomendada [B], intermediaria [C] e suplementada [D] o que pode gerar um
desequilibrio no balango oxidante redutor proporcionado um ambiente propicio para o

desenvolvimento de um estresse oxidativo. Entretanto, para uma avaliacdo completa foi
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necessaria a inclusdo da avaliagdo do poder redutor plasméatico. O compartimento
plasmatico tem sido utilizado corriqueiramente para estudo das vitaminas, para avaliar o
resultado da ingestéo oral e reflexo da metabolizagdo através de dosagem plasmaética.

Hercberg et. al., 2004, utilizaram o plasma como avaliador da suplementacéo de
vitaminas e minerais. Este estudo nos auxiliou na estimativa das correspondéncias orais e
plasmaticas das doses de vitaminas utilizadas no nosso estudo. Hallfrisch et. al., 1994
foram mais préximo do nosso proposto avaliando beta-caroteno e alfa-tocoferol ndo s6 em
linfocitos, como também no plasma. Foram encontrados niveis baixos e extremamente altos
de ambas as vitaminas, diversificando a necessidade na populacdo. Os nossos resultados
demonstraram um efeito antioxidante provocado pelas vitaminas no plasma. Apesar de ndo
haver dosagem das vitaminas estudadas, como os outros estudos fizeram, nossa proposta
foi inovadora no sentido de determinar a necessidade de um complexo vitaminico como
antioxidante. Como mostrado na Figura 5, os maiores niveis do complexo de vitaminas
resultaram em maiores aumentos no poder redutor plasmatico.

No entanto, outro ponto passivel de discussdo em relacdo a este aumento da
capacidade redutora plasmética seria se este aumento era devido a atuacéo das vitaminas ou
ndo poderia estar relacionado com o aumento de albumina e &cido drico substancias
sabidamente anti-oxidantes na populacdo estudada (SIES, 1993 e ISHIZAKA et. al.,
2006). As Figuras 6, 7 e 8 mostraram que os valores de albumina e acido Urico foram
normais para todos os doadores, demonstrando assim ndo haver aumento destes
antioxidantes no plasma o que poderia gerar conclusdes erroneas.

Assim, de posse dos resultados encontrados até o presente momento, verificamos
que a ingestdo de vitaminas em dose suplementada pode gerar um desequilibrio metabdlico

a nivel celular produzindo um estresse metabdlico que por nossos resultados ndo foi
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percebido pelo plasma. Estes dados tornam—se preocupantes a medida que as avaliacbes
quanto a eficacia do poder anti-oxidante das vitaminas séo realizadas através de dosagens
plasmaticas.

Sabe-se que o processo de envelhecimento envolve numerosas reagdes bioquimicas
com alteracbes moleculares em cada célula como bem em todo o organismo. O
envelhecimento reflete 0 somatdrio de todas as mudancas que ocorrem no homem durante a
vida podendo levar a um estado patoldgico. A associagdo da idade com a diminui¢do da
funcdo do sistema imune aumenta a suscetibilidade a doencas infecciosas, cancer e doengas
degenerativas. Neste contexto, achamos que seria importante verificarmos se ao dividir
nossa populagdo em duas faixas etarias a saber 20-49 anos (adultos) e 50-80 (adultos e
idosos) teriamos diferenca no padrdo até agora encontrado. Este questionamento se faz
pertinente pois resultados do laboratério demonstraram que estudos com faixas etarias de
20-50 anos divididos de 10 em 10 anos, quanto ao seu poder oxidante e redutor, 0s autores
verificaram que a partir dos 40 anos ocorre um desequilibrio entre a capacidade oxidante e
redutora celular em granuldcitos humanos (CHAVES et. al., 1998). Chaves et. al., 2000
demonstraram ainda uma diferente producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
durante o processo de envelhecimento, demonstrando que as mudancgas iniciavam a partir
de 40 anos para a producéo de (ROS) e a partir de 50 anos para a producdo de (RNS). Em
2002, Chaves et. al., demonstraram que a producdo de radicais livres por granuldcitos era
diferenciada a partir dos 50 anos. Assim, como verificamos este efeito dual em doadores de
uma faixa etaria onde os doadores eram de 20-80 anos surgiu 0 seguinte questionamento:
seria este mesmo efeito observado quando esta populagdo fosse dividida em duas faixas

etarias distintas ou este efeito era representativo da populacdo como um todo? Dessa
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maneira, como foi verificado que a maioria das alteracdes ocorria a partir dos 50 anos
resolvemos dividir a nossa populacao em duas faixas etarias : 20-49 e 50-80 anos.

Nossos resultados mostraram que ao dividirmos a nossa populagéo inicial em dois
grupos verificamos que doadores ndo portadores de Alzheimer, entre 20 e 49 anos,
apresentaram um perfil distinto da populacdo inicial. A incubacdo de células
mononucleares com as quatro concentracdes de vitaminas gerou um aumento da producdo
de radicais livres que foi significativo p< 0,05 a partir da dose intermediaria [C](Tabela 8).
Este aumento na producdo destas espécies oxidantes pode gerar um estresse oxidativo
prejudicando a resposta imunoldgica destes doadores. Na literatura existem poucos relatos
dos efeitos da ingestdo de vitaminas em doadores jovens sem doencgas associadas,
entretanto estudos relatam que mesmo assim o consumo de suplementos vitaminicos nesta
faixa etéria é alto (SANTOS et. al., 2002).

Entretanto, na literatura verificamos que existem varios questionamentos quanto a
ingestdo de antioxidantes artificiais em populacbes mais idosas ou com complicacGes
cardiacas, fumo, cancer, diabetes e outras doencas associadas (STANNER et.al., 2009;
MILLER et. al., 2005).

Neste contexto, verificamos que ao estudarmos células mononucleares, os doadores
na faixa etaria de 50-80 anos, demonstraram um perfil antioxidante em doses abaixo da
recomendada [A] e recomendada [B] do complexo vitaminico, como também efeito pro-
oxidante em dose suplementada [D], como mostra a Tabela 9. Estes resultados mostraram
que o processo de envelhecimento modifica a reatividade celular provocando uma alteragdo
no aproveitamento das vitaminas ingeridas na alimentagdo. Entretanto, este déficit deve ser
avaliado com cuidado, pois pelos nossos resultados doses suplementares podem ser de

grande prejuizo para esta faixa etaria. Nossos resultados estdo de acordo com a literatura.
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Daudu et. al., 1994 , ndo encontraram qualquer beneficio na suplementagdo com beta-
caroteno em mulheres adultas. Orgdos como a Sociedade Americana do Céancer e
Associacdo Cardiaca Americana, ndo indicam doses acima das recomendacbes de
vitaminas, sugerindo formas naturais de antioxidantes (U.S. Preventive Services Task
Force, 2003)

Diante destas constatagdes se fez necessario mais uma vez ndo s6 o estudo do
compartimento oxidativo, mas também do compartimento redutor. Nossos resultados
mostraram que todas as concentracdes do complexo vitaminico diminuiram o poder redutor
das células de doadores de 20-49 anos, entretanto, estas mesmas concentra¢cbes aumentaram
0 poder redutor plasmatico (Figura 9 - painéis A e B). Assim podemos verificar que nesta
faixa etéria a ingestdo deste complexo vitaminico gera um estresse metabdlico celular que
ndo é mostrado pelo plasma. Jones summer/2006 aponta que os estudos envolvendo
radicais livres tem sido inconclusivos devido a restrita defini¢do de que estresse oxidativo é
definido como um balanco Unico e global. Ele sugere, entdo, uma definicdo mais ampla
para o estresse oxidativo envolvendo condi¢des também dos compartimentos redutores. Tal
definicdo, fornece uma avaliacdo mais significativa dos mecanismos de estresse oxidativo.
Este pensamento ja vem sendo aplicado em nosso laboratorio desde 1998, onde nossos
estudos sempre levam em conta o balango oxidante e redutor. Por isso nossa opgdo em
avaliar ambos os compartimentos.

Avaliando, a faixa etaria de 50-80 anos em doadores ndo portadores de Alzheimer
observamos o mesmo perfil, diminuicdo do poder redutor celular a medida que
aumentamos a concentragdo do complexo vitaminico. Nenhuma das doses do complexo
vitaminico foi significativa, mas demonstram uma tendéncia a reducdo. Na analise do poder

redutor plasmatico verificamos mais uma vez o aumento da capacidade redutora com o
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aumento das concentracdes do complexo de vitaminas de [A] a [D]. Estes resultados em
conjunto mostram que existe a geracdo de um estresse oxidativo a nivel celular que ndo é
percebido pelo plasma. Assim o problema desta faixa etaria é a pouca capacidade em lidar
com o excesso de vitaminas gerado pela suplementagdo. Enquanto a faixa etaria de 20-49
anos consegue eliminar 0s excessos sem provocar maiores danos, os individuos de 50-80
anos tém um compartimento redutor prejudicado, ndo conseguindo eliminar eficientemente
0S eXCess0s, 0s quais acabam gerando mais espécies reativas e maiores danos celulares e
moleculares. Isso ja havia sido constatado por Chaves et. al., 1998, que o grupo de 50-59
anos demonstrou diminuicdo no poder redutor gerando uma deficiéncia no balanco
oxidante/redutor.

Apos termos constatado que existe um estresse metabdlico no compartimento
celular principalmente de doadores na faixa etaria de 50-80 anos resolvemos averiguar se
este desequilibrio metabdlico também poderia estar presente em uma doenca relacionada ao
envelhecimento. Partindo desta premisse e pelos achados da literatura onde doencas
neurodegenerativas apresentam um aumento de espécies oxidantes, resolvemos direcionar
nossos estudos neste sentido. Existe um grande interesse no papel da nutricdo em doencgas
relacionadas ao envelhecimento como a deméncia, e principalmente a ocorréncia de
Alzheimer. Até recentemente evidéncias sugerem que alimentos e componentes alimentares
contribuem para a prevencdo e diminuicdo do risco para Alzheimer. O paciente com
Alzheimer parece ser deficiente em nutrientes especificos, o que poderia muito bem ser
consequéncia do processo patoldgico ou reflexo de baixa ingestdo combinada com reduzida
biodisponibilidade (VAN DER BEEK & KAMOHUIS, 2008). Lin & Beal, 2006,

confirmaram os achados da literatura que demonstraram que o paciente com Alzheimer é
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caracterizado por uma disfuncdo mitocondrial e apresenta um estado de estresse oxidativo
que precede a doenca e permanece durante a sua evolucao.

Neste contexto, buscamos avaliar se a ingestdo do complexo contendo vitaminas C,
alfa-tocoferol e beta-caroteno seria prejudicial ou benéfico para estes pacientes e para isto
avaliamos os compartimentos oxidativos (celular) e redutores (celular e plasmatico).

Nossos resultados demonstraram uma significativa (p<0,05) reducéo na producdo de
radicais livres, pelo teste de Mann-Whitney, por todas as concentracdes estudadas (Tabela
10). Os doadores com Alzheimer parecem ter a necessidade destes antioxidantes e
conseguiram melhorar o perfil oxidativo reduzindo a producéo de radicais livres em relacdo
a producdo basal. Este resultado pode ser relacionado aos baixos niveis de alfa-tocoferol
encontrados em 20 pacientes com Alzheimer no estudo de Marchasson et. al., 2001. Mas, a
literatura ainda se encontra em conflito, pois alguns autores ndo conseguiram associar a
ingestdo de suplementos vitaminicos, geralmente acido ascorbico e alfa-tocoferol, com a
diminuicdo do risco para desenvolvimento a doenca de Alzheimer (LUCHSINGER et. al.,
2003 ; GRAY et. al., 2008). Mas estariam os antioxidantes vitaminicos relacionados com
uma melhora do perfil redutor apos instalacdo da doenca?

A fim de investigar mais profundamente, seguimos com a analise do perfil redutor
celular e plasmatico dos doadores com Alzheimer. O que p6de ser visto através da Figura
11 foi uma significante melhora do poder redutor celular, p<0,05 pelo teste de Mann-
Whitney em comparagdo com o basal. A concentracdo [A] ndo melhorou o poder redutor
celular, demandando ao paciente com Alzheimer, doses recomendadas e acima de
recomendadas das trés vitaminas estudadas, em questao.

O poder redutor plasmatico também teve um aumento significativo, p<0,05 pelo

teste de Mann-Whitney, em todas as concentragdes do complexo vitaminico indicando um



76

conjunto de reacdes que abrangeu a reducdo de poder oxidante e 0 aumento do poder
redutor celular e plasmatico simultaneamente (Figura 12). Os valores de albumina e acido
arico dos doadores com Alzheimer também estavam na faixa de referéncia (Figuras 13-15)
resultado, portanto, que néo interferiu no poder redutor plasmaticos desses doadores. Estes
achados também foram demonstrados por Wang et. al., 2004. Sabemos que somente 0s
ensaios in vitro ndo podem ser conclusivos para detectar alteragbes que ocorrem in vivo,
mas estes nos dao indicios do que pode estar ocorrendo in vivo e nos ddo suporte para
direcionarmos 0s proximos estudos. Assim 0s nossos estudos somados aos ja existentes na
literatura sugerem que um maior aporte vitaminico para esses pacientes, poderia ajudar néo
apenas na busca do adiamento da doenca, mas ser um auxilio na qualidade de vida, e
melhora das funcdes cognitivas destes. Neste sentido, Vifia et. al., 2004 observaram
melhoras cognitivas em pacientes com Alzheimer apos suplementa¢do com vitamina E. O
mesmo foi descrito por Praticd, 2008 que observou uma melhora cognitiva apos
suplementacdo com vitamina C e E. Entretanto outros estudos verificaram efeitos
benéficos, mas um possivel efeito danoso causado por excesso de vitamina E, a qual pode
tornar-se oxidativa.

Como visto até o presente momento o envelhecimento por si so altera a reatividade
celular demonstrando alteracGes na capacidade anti e pro-oxidante do complexo vitaminico.
Esta alteracdo foi também observada quando avaliamos os portadores de Alzheimer. Para
podermos quantificar estas diferencas nosso proximo passo foi realizar as comparagdes
entre as faixas etarias para avaliarmos o efeito do envelhecimento sobre a necessidade de
suplementagdo com vitaminas e num processo neurodegenerativo como o Alzheimer.

Assim nosso primeiro passo foi compararmos as faixas etarias de 20-49 e 50-80 anos

de doadores ndo portadores de Alzheimer, em cada concentracdo do complexo vitaminico.
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A Figura 16, mostra que na concentracdo abaixo da recomendada [A] ocorreu uma
diminuicdo do poder oxidante da faixa de 50-80 anos significativo p<0,05 em relacéo a
faixa etaria de 20-49 anos. Esta diferenca foi exacerbada a partir da concentracdo
recomendada [B]. Ao compararmos a concentracdo intermediaria [C] esta mostrou uma
diferenca significativa p<0,05 entre as duas faixas etarias mas apresentou um perfil
diferenciado onde ocorreu uma exacerbacdo do poder oxidante na faixa etaria de 20-49
anos e um inicio de reversdo do poder anti-oxidante na faixa etaria de 50-80 anos. Na
concentracdo suplementada [D] encontramos também diferengas significativas p<0,05 entre
as faixas etarias mas o perfil de ambas foi pré-oxidante.

Estes dados confirmam que a reatividade celular de doadores na faixa etéria de 50-
80 anos sofre a interferéncia do processo de envelhecimento e podemos verificar também
que existe uma deficiéncia de vitaminas na dose recomendada desta faixa etaria. Entretanto
deve-se observar atentamente que esta deficiéncia ndo pode ser corrigida através da dose
suplementada pois podemos obter um resultado pré-oxidante ao invés de anti-oxidante.

Na faixa etaria de 20-49 anos em todas as doses estudadas, o efeito foi pro-oxidante
(Figura 16). Entretanto este efeito pro-oxidante das vitaminas para individuos da faixa
etaria de 20-49 anos, pode ndo ser tdo maléfico por esta faixa etaria ter um equilibrio
oxidante redutor satisfatorio como demonstrado por Chaves et. al., 1998, onde individuos
de 20-39 anos tem um balanco oxidativo/redutor adequado e individuos de 40-49 anos
geram mais espécies oxidativas mas ndo perdem o poder redutor. Este mesmo trabalho
também mostra que a partir dos 50 anos, além de aumentar a producdo oxidativa, diminui o
poder redutor. Nesse aspecto, as vitaminas suplementadas para a faixa etaria de 50-80 anos
podem tornar-se perigosas ja que o poder em reduzir a pro-oxidacdo provocada pelo

excesso das vitaminas estd comprometido.
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Outro aspecto importante que tem que ser levado em conta é o efeito desta suplementacao
sobre a resposta especifica do sistema imune. Dentre as teorias que procuram explicar o
envelhecimento, existem as teorias do desequilibrio gradual que, afirmam que o cérebro, as
glandulas endocrinas e o sistema imunolégico comecam a deixar de funcionar
gradualmente. Deficiéncias do sistema imunoldgico deixam os individuos idosos
vulneraveis a doencas de varios tipos, a chamada senilidade, ou seja envelhecimento com
doenca. O outro tipo de envelhecimento chama-se senescéncia, que é o envelhecimento sem
doenca. O envelhecimento do sistema imunolégico recebe o nome cientifico de
imunosenescéncia em que todo o organismo sofre perda da sua capacidade com o avancar
da idade do individuo, levando ao aparecimento de um numero maior de infecgdes e
resposta terapéutica menor, além do surgimento de canceres. (CHANDRA,1999;MARKO et.
al.,2007;DELAFUENTE,2002)

A progressiva involugdo do timo (glandula marcadora dos linfécitos T) tem importante
papel no desenvolvimento da imunodeficiéncia dos idosos. Sabidamente, os linfocitos T
dos idosos séo deficientes quanto a sua capacidade para ativar, para proliferar e responder a
um determinado antigeno. Com a idade, os linfocitos T diminuem a producdo e secrecao de
interleucina-2 (citocina necessaria ao recrutamento de outras células de defesa).
(CHANDRA,1999;MARKOet.al.,2007)

O linfocito T helper ou auxiliar (CD4+) deficiente leva a uma resposta alterada dos
anticorpos para antigenos. O recrutamento de macréfagos por células T também estd
diminuido nos idosos, assim como a quimiotaxia dos neutrofilos polimorfonucleares e a
fagocitose. Este fato, pode ser explicado pela caréncia nutricional, geralmente presente nos
idosos. A nutricdo € um importante determinante da imunocompeténcia (capacidade de

resposta do sistema imunoldgico). Em certos estados de deficiéncia relacionados a ma
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nutricdo ocorre diminuicdo da resposta aos mitdgenos e antigenos, das células CD4+
(linfécitos T-auxiliar ou helper) , da taxa CD4+/CD8+ (relacdo entre linfocitos auxiliares e
supressores), da producdo dos imunocomplexos, dos neutrdfilos Kkilling (NK) e
hipersensibilidade tardia. Os micronutrientes melhoram a imunidade mediada por células e
reduzEM o estresse oxidativo. A ingestdo de vitamina E em idosos saudaveis aumenta a
proliferacdo de linfocitos e resposta de hipersensibilidade tardia, assim como diminui a
formacdo de prostaglandinas imunossupressoras. A vitamina C regenera a forma
antioxidante da vitamina E, sendo importante na destruicdo dos patdgenos (bactérias e

virus) pelos neutréfilos. (LESOURD, 1999)

Como relatado por Denham, 1981, acreditava-se em beneficios de antioxidantes
visando diminuir atividades oxidativas e seus danos durante o envelhecimento. Ainda
acredita-se nessa teoria, mas iniciam as especulacdes de que populacfes saudaveis devem,
sim, aumentar a quantidade de antioxidantes da dieta, mas em formas naturais e nao
artificiais. Dragsted et. al., 2004 comprovaram que a ingestdo de frutas e vegetais em
quantidades recomendadas tem efeito nos marcadores oxidativos em proteinas plasmaticas,
lipoproteinas e defesas enziméticas. Os mesmos alimentos foram efetivos em aumentar os
niveis séricos de vitamina C e beta-caroteno em 3521 sujeitos de 35 a 60 anos pelo estudo
de Dauchet et. al.,, 2008, mostrando a presenca destas vitaminas no organismo de
individuos da faixa etaria estudada. Assim, nossos resultados caminham no sentido de
concordar com os achados de Dragsted et. al., 2004 que verificaram que a dose recomenda
é beneéfica para os idosos e a suplementada pode ser altamente prejudicial para esta faixa

etaria.



80

Nosso proximo passo foi comparar doadores ndo portadores de Alzheimer com
portadores de Alzheimer a fim de verificarmos se a patologia do Alzheimer pode alterar a
reatividade celular na faixa etaria de 50-80 anos. A Figura 17 mostra que nao existe
diferenca significativa (p>0,05) entre células mononucleares de doadores portadores e ndo
portadores de Alzheimer nas concentracGes [A] e [B]. Estes resultados nos mostraram que a
patologia ndo influencia a resposta metabdlica de doadores ndo portadores de Alzheimer
quanto ao seu poder anti-oxidante. Entretanto ao desafiarmos células mononucleares de
doadores portadores de Alzheimer com as concentracdes [C] e [D] verificamos que estas
apresentaram um comportamento distinto do observado em doadores ndo portadores de
Alzheimer. As vitaminas nestas concentragdes foram anti-oxidantes para os doadores com
Alzheimer e se mostraram pro-oxidantes para doadores ndo portadores de Alzheimer

(Figura 17).

Na literatura existem resultados contraditorios quanto a suplementacdo ou ndo de
vitaminas para pacientes com Alzheimer. Em nosso estudo observamos uma significativa
p<0,05 reducdo na producdo de espécies oxidantes com doses suplementadas das vitaminas
C, alfa-tocoferol e beta-caroteno. Tal beneficio pode ser corroborado por Marchasson et.
al., 2001 que detectou niveis baixos de alfa-tocoferol em pacientes com Alzheimer em
relacdo aos controles e portanto a necessidade do consumo de antioxidantes para reducdo
da producdo de radicais livres. Em compensacdo, ha evidéncias de aumento da mortalidade
por ingestdo de doses suplementadas de vitamina E (BJELAKOVIC et. al., 2008; MILLER
et. al., 2005; AMES & RITCHIE, 2007) .

Assim, 0s nossos resultados analisados em conjunto com a literatura nos mostraram

que a avaliacdo metabdlica de patologias relacionadas com o envelhecimento tem que ser
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feita com cuidado, em relacdo a questdo da suplementacdo com vitaminas, pois podem
apresentar particularidades, sendo influenciadas ou ndo pelo processo de envelhecimento.

Diante dos resultados acima, como estaria o perfil redutor celular? A Figura 18 mostra
a comparacdo do perfil redutor celular de individuos ndo portadores de Alzheimer nas
faixas etarias 20-49 e 50-80 anos na presenca do complexo vitaminico. Observamos que em
todas as concentragdes ocorreram diferencgas significativas (p<0,05) quando as duas faixas
etarias foram comparadas entre si. O perfil redutor mostrou diminui¢do na sua capacidade
com o aumento das concentragdes das vitaminas. Entretanto na faixa etaria de 50-80 anos
esta diminuicdo foi menos acentuada do que na faixa etéaria de 20-49 anos. Estes achados
estdo de acordo com os estudos de Chaves et. al., 1998, 2000 e 2001, onde foi vista a
deficiéncia no poder redutor celular a partir dos 50 anos de idade.

O poder redutor celular de pacientes com Alzheimer quando s&o comparados com
os doadores ndo portadores de Alzheimer de 50-80 anos, também mostraram diferengas
significativas (p<0,05), em todas as concentra¢cdes do complexo vitaminico, exceto na
concentracdo [A], quando comparadas entre si. O perfil do paciente com Alzheimer é
contrario ao doador sem a doenca. Enquanto o doador portador de Alzheimer melhora seu
perfil redutor celular com o aumento da concentracdo do complexo de vitaminas, 0s
doadores sem Alzheimer diminuem o poder redutor celular. Esta melhora do poder redutor
celular mostra que em patologias onde o comprometimento do estresse oxidativo é um fator
importante para o desenvolvimento e manutencdo da doenca, terapias com anti-oxidantes
poderiam ser testadas a fim de se gerar um equilibrio metabdlico.

Visando complementar a avaliacdo do poder redutor celular, comparamos o poder
redutor plasmatico dos grupos em questdo. O plasma tem sido alvo da maioria dos estudos

relacionados aos antioxidantes e radicais livres (HALLFRISCH et. al., 1994; HERCBERG
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et. al., 2004; MILLER et. al., 1994; DAUCHET et. al., 2008). O sistema antioxidante ndo
enzimatico localiza-se principalmente no plasma, dai o interesse neste compartimento. Ele
é composto por um grupo de antioxidantes produzidos como a ubiquinona, glutationa,
albumina e &cido Urico, como também os obtidos da dieta como as vitaminas E, C e
carotenos. A natureza Unica do plasma humano, enquanto fonte ndo s6 de proteinas
classicas utilizadas no diagnostico de doencas mas em nivel de protedmica, toma esse
biofluido um desafiante meio de investigacdo e aponta para o desenvolvimento de técnicas
capazes de identificar biomarcadores mais especificos, inclusive o ambiente redox
(VASCONCELOS et. al., 2007).

Ao compararmos o poder redutor do plasma de doadores ndo portadores de
Alzheimer, nas duas faixas etarias observamos, que as curvas de ambas as faixas etérias
tem a mesma trajetoria sendo a primeira concentracdo do complexo vitaminico, [A], a Unica
que ndo foi significante, p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney, quando comparadas entre si.
Notou-se que ambas as curvas foram ascendentes, indicando aumento do poder redutor
plasmatico com o aumento da concentracdo do complexo de vitaminas. Nesta avalia¢do, o
complexo vitaminico foi mais efetivo em aumentar o poder redutor plasmatico de
individuos de 50-80 anos, com valores maiores que individuos de 20-49 anos.

Sugerimos que o poder redutor plasmatico tem o intuito de compensar o poder
redutor celular. Enquanto este ultimo foi diminuindo com o aumento da concentragdo do
complexo de vitaminas, o poder redutor plasmatico foi aumentando em ambas as faixas
etarias de doadores ndo portadores de Alzheimer. Mas a compensacdo dos sistemas
antioxidantes entre eles pode ndo ser a melhor opgéo para o organismo. Halliwell, 2007,
pontuou que a manutencdo de defesas antioxidantes em excesso tem um custo energético

alto. Seu papel estd mais relacionado com o controle do nivel de radicais livres que sua
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eliminacdo. Seria mais compensador reparar ou substituir as moléculas danificadas, e, além
do mais, 0s antioxidantes nem sempre sdo eficientes em interceptar a acdo das espécies
oxidantes.

O estimulo maior do poder redutor no plasma pode ter explicacdo embasada no
estudo de Duarte & Lunec, 2005, que comprovaram uma saturacdo de vitamina C em
células mononucleares antes da saturagdo no plasma. O beta-caroteno ndo teve diferencas
significativas no plasma ou em células mononucleares, relatado por Fotouhi et. al., 1996. A
vitamina E aumentou trés vezes no plasma e em células mononucleares de doadores idosos
no estudo de Meydani et. al., 1990, apos suplementa¢do, mostrando alteracdo igual em
ambos 0s compartimentos.

A Figura 21 mostra que o perfil redutor plasmatico de idosos sem a doenga de
Alzheimer é préximo aos idosos portadores de Alzheimer. S6 houve diferencga significativa
entre os dois grupos na concentracdo [B], dose recomendada. Essas similaridades entre o
grupo nao portador de Alzheimer e com Alzheimer no compartimento plasmatico podem
ser explicadas devido a semelhante ingestdo de micronutrientes entre os dois grupos, como
visto por Marchasson et. al., 2001. Com isso, o perfil redutor plasmatico de individuos de
50-80 anos é muito semelhante aos individuos de 60-85 anos com Alzheimer.

Bergman, 2002, ja& havia identificado diferenca entre a apoptose de células de
individuos com e sem Alzheimer, mas, nenhuma diferenca entre seus compartimentos
plasmaticos. Sabe-se que o processo inflamatorio e os marcadores pro-inflamatorias séo
maiores no paciente com Alzheimer (TEIXEIRA et. al., 2008). Entdo, seriam as células
mais influenciadas pelos antioxidantes vitaminicos que o plasma em individuos com
Alzheimer? Nossos resultados mostraram que sim, ja que a diferencga entre o poder redutor

plasmatico de doadores com e sem Alzheimer foi muito pequena; ao passo que a diferenca
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do poder oxidativo e redutor celular foi extremamente significativa, p<0,001, pelo teste de

Mann-Whitney entre os grupos ndo portadores de Alzheimer e portadores de Alzheimer.
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7-CONCLUSAO

Assim diante do que foi exposto anteriormente, podemos concluir que para a
populacdo, de um modo geral, ndo deve ser recomendada a suplementagdo vitaminica com
0 intuito de ser antioxidante. Esta provou ser prejudicial em todos os compartimentos,
oxidativo/redutor e celular/plasmético para pessoas ndo portadoras de Alzheimer de 20 a 80
anos.

Quanto a pacientes portadores de Alzheimer, percebemos que o envelhecimento por
si s6 ndo é motivo para a necessidade de um aporte vitaminico maior, visto que idosos ndo
portadores de Alzheimer ndo beneficiaram da suplementacdo. N&o h4, também
comprovacdo cientifica da reducdo do risco para a Doenca de Alzheimer com a
suplementacdo prévia. Advinda a doenca, pode ser que a suplementacdo de vitaminas
antioxidantes melhore o perfil de estresse oxidativo caracteristico destes pacientes.
Melhoras nos sintomas, como déficit cognitivo sdo resultados ainda obscuros na literatura e
nossos estudos, por serem in vitro, sdo limitados para obter tais respostas, mas podem
funcionar como balizadores para futuras intervengdes terapéuticas.

Mais uma vez, os estudos de cunho nutricional apontam o favorecimento do estilo
de vida saudavel e principalmente composto de uma dieta diversificada e a mais natural
possivel. Mas 0 que se v& é 0 aumento assustador do consumo, venda e fabricacdo de
nutrientes sintéticos e artificiais visando substituir os alimentos in natura. Além de
fortificacBes vitaminicas em varios alimentos industrializados a propaganda e venda de
complexos vitaminicos, complexos vitaminicos e minerais e as vitaminas isoladas tem
aumentado muito no Brasil, imitando a cultura americana, que sabemos, ndo ser exemplo
de habitos alimentares. Nesse contexto, o influxo de vitaminas artificiais pode prejudicar

aqueles sem necessidade para tal. Portanto, a tecnologia e industria alimentar nos levam a
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uma realidade nem sempre saudavel, uma vez que a ciéncia continua nos remetendo as
origens de preparagdes caseiras, alimentos organicos e naturais.

A busca por estilo de vida adequado ndo é embasado no sintético, no excesso ou no
oneroso. O envelhecimento saudavel e livre de complicagBes associadas ndo tem
formulacdo excéntrica. Seguir o equilibrio, em todos os aspectos, ainda € o ponto chave

para a senescéncia.
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8-PERSPECTIVAS

Temos como perspectivas:

1-Verificar em doadores ndo portadores de Alzheimer por qual via de sinalizagdo celular

ocorrem as alteracGes provocadas pela suplementacdo do complexo vitaminico;

2-Verificar em doadores ndo portadores de Alzheimer qual via de sinalizagdo celular esta

envolvida na modificacdo do poder redutor celular nas duas faixas etarias estudadas;

3-Verificar em doadores portadores de Alzheimer qual via de sinalizacdo celular esta
alterada pelo estresse oxidativo gerado por esta patologia e tentar nortear algum caminho

terapéutico advindo destes estudos.
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