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RESUMO

A longevidade tem aumentado globalmente em razdo das melhorias nas condicdes
de salde, sanitarias, sociais, entre outras. Nesta linha, ha um aumento da populacao
idosa, inclusive em paises em desenvolvimento. Sabe-se que o envelhecimento é um
fenbmeno multifatorial, assim, as possiveis influéncias regionais sobre este processo
necessitam de estudos. Os efeitos do status oxidativo, micronutricional e inflamatério
sobre o declinio cognitivo relacionado a idade se apresentam como uma importante
linha de estudos. Além disso, outra influéncia sobre a saude dos idosos pode ser a
institucionalizacdo. Portanto, no presente estudo se propds avaliar idosos
institucionalizados e ndao-institucionalizados e a possivel influéncia do estresse
oxidativo, do processo inflamatério e dos niveis de metais sobre a funcéo cognitiva. Os
resultados demonstraram aumento do dano oxidativo a lipidios e proteinas, nos idosos
institucionalizados, assim como uma significativa redugcdo dos antioxidantes em
comparacdo com 0s nao institucionalizados. Vale ressaltar que, em geral, 0s
micronutrientes estavam dentro dos valores de referéncia para adultos, porém estes
valores podem ndo ser adequados para as necessidades no envelhecimento. Por outro
lado, as citocinas pro-inflamatoérias se encontraram elevadas nos institucionalizados
comparados aos nhdao-institucionalizados, sendo associadas com o status oxidativo.
Além disso, os idosos institucionalizados apresentaram pior desempenho cognitivo
comparado aos nao-institucionalizados, o qual foi associado ao aumento de proteinas
carboniladas (PCO) e citocinas pré-inflamatérias e a diminuicdo de glutationa
peroxidase (GPx). De fato o sistema nervoso € mais vulneravel ao estresse oxidativo e
a maior expressao de citocinas pode alterar a expressdo de genes relacionados com
funcdes cognitivas. Adicionalmente, o licopeno apresentou correlacdo positiva com a
cognicdo, no teste de nomeacdo de Boston. O modelo escolhido na analise
multivariada demonstrou que antioxidantes enddgenos apresentaram um papel critico
no declinio cognitivo, por outro lado, ndo se pode desconsiderar o envolvimento de
outros fatores nesse processo. Em relacdo a avaliacdo da proteina tidlica, ©-
aminolevulinato desidratase (ALA-D) sanguinea, foi observada reduzida atividade
durante o envelhecimento. O declinio cognitivo, principalmente das fun¢bes de
memo©éria de trabalho e memoaria visual, também foi associado a diminuigdo da atividade

da ALA-D, que ao ocorrer leva ao acumulo de seu substrato, o acido 6-aminolevulinico



(ALA), o qual é considerado neurotoxico. Portanto, a ALA-D parece estar ligada a
fisiopatologia do declinio cognitivo. Em geral, os niveis de metais toxicos estavam
acima dos valores recomendados pela OMS e através dos modelos de regressao pode-
se sugerir que eles atuam como fatores adicionais no declinio cognitivo relacionado a
idade, uma vez que podem afetar diretamente a cogni¢do, como foi demonstrado para
o V e Hg, ou ainda, podem impedir o correto funcionamento da enzima ALA-D. Por
outro lado, o elemento essencial Se pode ser um importante aliado na preservacao da
capacidade cognitiva. Adicionalmente, quando os idosos foram comparados conforme
seu desempenho no Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) utilizando pontos de corte
adequados a escolaridade, observou-se que aqueles que tinham declinio cognitivo
apresentaram maiores niveis de acidos graxos 14:0, 16:0, 16:1n-7 e menores niveis de
22:0, 24:1n-9, 22:6n-3 (DHA), bem como do total de &cidos graxos poliinsaturados. A
relacdo n-6/n-3 foi elevada em ambos os grupos de estudo, com e sem declinio
cognitivo, enquanto que altos niveis de homocisteina (Hcy), proteina C reativa (PCR) e
perfil lipidico foram observados no grupo com declinio. Além disso, uma melhor funcao
cognitiva foi associada aos acidos graxos 6mega 3, principalmente ao DHA, e também
ao acido graxo 24:1n-9. Em contraste, quanto maiores eram o0s niveis dos &cidos
graxos 14:0, 16:0, 16:1n-7, da relacdo n-6/n-3 e de Hcy, menor era o desempenho
cognitivo nos diferentes testes utilizados. Além disso, os acidos graxos 6mega 3,
particularmente o DHA, foram associados inversamente com o risco cardiovascular,
avaliado pelos niveis de homocisteina. Cada acido graxo atua de forma especifica,
portanto, uma ingestédo equilibrada de nutrientes essenciais, como por exemplo, dmega
3 e bmega 6, é essencial para a saude, evitando o prejuizo de um estado pro-
inflamatorio permanente e influenciando grandemente as funcfes do sistema nervoso,
bem como a saude vascular. Sendo assim, o dano oxidativo excessivo e inflamatério
pode ser sugerido como um fator de risco para o declinio cognitivo que acaba
culminando no desenvolvimento de desordens neuroldgicas. Em conclusdo, os dados
obtidos no presente estudo poderdo auxiliar no melhor entendimento das alteracbes
fisiopatologicas do declinio cognitivo associado a idade, condicdo determinante da

reducdo da qualidade de vida durante o envelhecimento.

Palavras-Chave: Envelhecimento, declinio cognitivo, inflamacéo, estresse oxidativo,

ALA-D, metais, acidos graxos.



ABSTRACT

Influence of inflammation, oxidative stress and metals on cognition in elderly

Longevity has increased globally due to improvements in health, sanitation and
social conditions, among others. In this line, there is an increase in the elderly
population, even in developing countries. It is known that aging is a multifactorial
phenomenon; thus, further studies about the possible regional influences on this
process are needed. The oxidative, micronutritional and inflammatory status on
cognitive decline are presented as an important line of studies. Moreover, the
institutionalization could be another influence on the elderly health. Therefore, the
present study aimed to evaluate institutionalized and non-institutionalized elderly and
the possible influence of oxidative stress, inflammation and levels of metals on cognitive
function. The results demonstrated increased oxidative damage to lipids and proteins, in
institutionalized elderly, as well as a significant decrease of antioxidants. It is noteworthy
that, in general, the micronutrients were within the reference values for adults; however,
these values may not be suitable for the aging needs. On the other hand, pro-
inflammatory cytokines were elevated in the institutionalized compared to non-
institutionalized elderly, being associated with oxidative status. Furthermore, the
institutionalized elderly showed poorer cognitive performance compared to non-
institutionalized, which was associated with increased protein carbonyls (PCO) and pro-
inflammatory cytokines and decreased glutathione peroxidase (GPx). In fact the
nervous system is more vulnerable to oxidative stress and the increased expression of
cytokines can modify the expression of genes related to cognitive functions.
Additionally, lycopene was positively correlated with cognition, in the Boston’s
Appointment Test. The multiple linear regression model chosen demonstrated that
endogenous antioxidants showed a critical role in cognitive decline, on the other hand, it
cannot be ignored the involvement of other factors in this process. Regarding the thiol
protein assessment, blood d-Aminolevulinate dehydratase (ALA-D) showed reduced
activity in aging. The cognitive decline, mainly the functions of working memory and
visual memory, was also associated with decreased ALA-D activity, which leads to

accumulation of d-aminolevulinic acid (ALA), which is known as a neurotoxic substrate.



Therefore, ALA-D appears to be linked to the pathophysiology of cognitive decline. In
general, the levels of toxic metals were above the recommended values by WHO.
Through regression models it may be suggested that they act as additional factors in
age-related cognitive decline, since they can directly affect cognition, as demonstrated
to V and Hg, or still, prevent proper operation of ALA-D enzyme. On the other hand, the
essential element Se may be an important tool for the preservation of cognitive ability.
Additionally, when the elderly were compared according to their performance on the
Mini-Mental State Examination (MMSE) using appropriate cutoffs for scolarity, it was
observed that those who had cognitive impairment presented higher levels of 14:0,
16:0, 16:1n-7 fatty acids and lower levels of 22:0, 24:1n-9, 22:6n-3 (DHA), as well as
total of polyunsaturated fatty acids. The n-6/n-3 ratio was high in both study groups, with
and without cognitive decline, while higher levels of homocysteine (Hcy), C-reactive
protein (CRP) and lipid profile were observed in the group with decline. In addition,
better cognitive function was associated with omega-3 fatty acids, mainly DHA, and also
with the 24:1n-9 fatty acid. In contrast, higher levels of 14:0, 16:0, 16:1n-7 fatty acids, n-
6/n-3 ratio and Hcy were associated with lower performance on different cognitive tests.
Omega 3 fatty acids, particularly DHA, were inversely associated with cardiovascular
risk, measured by homocysteine levels. Each fatty acid acts in a specific way, so a
balanced intake of essential nutrients, such as omega 3 and omega 6, is essential to
health, avoiding the harmful of a permanent pro-inflammatory state and greatly
influencing the nervous system functions and vascular health. Thus, excessive oxidative
damage and inflammation may be suggested as risk factors for cognitive decline
culminating in the development of neurological disorders. In conclusion, the data
obtained in this study may help to better understanding the pathophysiological
alterations of age-related cognitive decline, a determining factor to reduced quality of life
during aging.

Keywords: Aging, cognitive decline, inflammation, oxidative stress, ALA-D, metals,
fatty acids.
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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente tese foi
redigida na forma de encarte de publicacbes e esta organizada em secdes dispostas da
seguinte maneira:

A INTRODUCAO apresenta o embasamento tedrico, sendo seguida pelos
OBJETIVOS, que nortearam o desenvolvimento deste trabalho. Os Métodos,
Resultados e Discussdo assim como as Referéncias especificas encontram-se no
corpo de cada manuscrito, 0s quais estdo apresentados na forma de CAPITULOS I, Il
e Ill. Os manuscritos encontram-se estruturados de acordo com as normas dos
periddicos cientificos para os quais foram submetidos. A secdo DISCUSSAO contém
uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos trés manuscritos. A secao
CONCLUSOES aborda as conclusées gerais dos principais resultados da tese. Por fim,
a secio REFERENCIAS lista a bibliografia utilizada nas se¢ées Introducéo e Discussdo
da presente tese.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento

O envelhecimento é um fendmeno natural e universal, no qual se observa a perda
de funcionalidade progressiva com a idade (Miwa et al., 2008), com multiplos aspectos
que transcendem os limites puramente biolégicos. E fundamental para seu
entendimento, uma avaliacdo multidimensional do idoso, sem desconsiderar a
complexa inter-relacdo entre os aspectos fisicos, psicolégicos, além das condi¢ces

socioecondmicas e fatores ambientais.

1.1.1. Envelhecimento populacional

O envelhecimento tem se tornado uma preocupa¢ao mundial, motivo de muita
discussdo nos ultimos tempos. De acordo com o Fundo de Populacdo das Nacbes
Unidas, 810 milhdes de pessoas tinham 60 anos ou mais no ano de 2012, constituindo
11,5% da populagcédo global (UNFPA, 2012). Projeta-se que esse numero alcance 1
bilhdo em menos de 10 anos e, que dupligue em 2050, alcancando 2 bilhdes de
pessoas ou 22% da populacao global (UNFPA, 2012; Huerta et al., 2006). Na América
do Sul, mais especificamente no Brasil, havera um aumento no namero de idosos, de
14 milhdes para 64 milhdes no periodo entre o ano 2000 e 2050 (United Nations,
2004), conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Huerta et al., 2006). Além
disso, estima-se que em 2025, entre os dez paises com maior numero de idosos, cinco
sejam dos chamados “paises em desenvolvimento” (United Nations, 2004).

Adicionalmente, em 1980, a expectativa média de vida no Brasil era de 62,5
anos, aumentando para 68,3 anos para homens e 76,4 para mulheres em 2007,
colocando o Brasil no 88° lugar em expectativa de vida de acordo com a OMS (Huerta
et al., 2006). Atualmente, com base no Censo realizado em 2010, a expectativa de vida
no Brasil subiu para 73,1 anos, passando para 69,4 e 77 anos para homens e
mulheres, respectivamente (IBGE, 2010). Na Ameérica do Sul, em paises como
Argentina, Uruguai e Chile, a expectativa de vida € superior a 74 anos. Alias, em paises

desenvolvidos, como a Alemanha, a expectativa de vida é de aproximadamente 79



28

anos (United Nations, 2004). Tendo em vista os diversos indices, destaca-se o
envelhecimento como uma importante questdo social e de saude publica.

Embora exista maior preocupacdo com o envelhecimento populacional, paises
em desenvolvimento, como o Brasil, ainda ndo apresentam politicas totalmente
adequadas que proporcionem uma experiéncia positiva de longevidade caracterizada
por um envelhecimento ativo, com preservacdo de capacidades individuais e do
potencial de desenvolvimento do individuo (United Nations, 2004; Assis et al., 2004).
Programas voltados para a populagdo, como a Estratégia de Saude da Familia (ESF),
atualmente executado no Brasil, tem como foco principal a familia no ambiente em que
vive, permitindo uma compreensdo ampliada do processo saude/doenca (Brasil, 1997).
No contexto da Estratégia de Saude da Familia, a atencdo ao idoso baseia-se em
medidas promocionais de protecdo especifica, de identificacdo precoce de seus
agravos mais frequentes e sua intervengao, bem como, em medidas de reabilitagéo
voltadas a evitar a sua apartacdo do convivio familiar e social. Cabe destacar também
a existéncia da Politica Nacional de Saude do Idoso no Brasil que, desde 1999,
assume como principal problema relacionado ao envelhecimento, a perda da
capacidade funcional, como consequéncia da evolucdo de enfermidades e do estilo de
vida, afetando por completo a vida dos idosos (Brasil, 2006).

E importante notar que devido & grande extens&o territorial do Brasil, diferencas
regionais sdo observadas e tém implicacdes sociais e econdmicas, influenciando no
processo de envelhecimento populacional. Sabe-se que a expectativa de vida aumenta
em razdo de melhorias nas condigbes sanitarias, nos avancos da medicina, nos
cuidados com a saude, na nutricdo, no ensino e no bem-estar econémico (Suzuky,
2003). Visto que o envelhecimento pode ser consequéncia do desenvolvimento, e que
o Rio Grande do Sul apresenta melhores condicfes socio-econémicas, esse fendbmeno
torna-se mais evidente, sendo este o Estado com maior propor¢do de idosos do Pais

(Brasil, 2011). Dados populacionais sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados populacionais em ambito nacional, estadual e municipal.

Populacéo Populacéo de % de Idosos
Total Idosos
Brasil 190.755.799 20.590.599 10,8
Rio Grande do Sul 10.693.929 1.459.597 13,6
Porto Alegre 1.409.351 211.896 15,0

Fonte: www.datasus.gov.br, acessado em 01/06/2014.

1.1.2 Déficit cognitivo

A cognicdo tem importancia valiosa na manutencao da saude fisica e da qualidade
de vida, bem como na capacidade dos idosos em adquirir novas informacdes e
habilidades no ambiente em que vivem (UNFPA e HelpAge International, 2012). O
avanco da idade é muitas vezes acompanhado por declinio cognitivo e funcional
(UNFPA e HelpAge International, 2012), o que é considerado normal por alguns
autores; no entanto, outros defendem a hip6tese de que o estado "normal”, ndo seria
caracterizado pela perda de funcdes cognitivas durante o envelhecimento, pelo menos,
em individuos com boa qualidade de vida (UNFPA e HelpAge International, 2012;
Xavier, 1999).

As desordens neurodegenerativas sdo um grupo heterogéneo de condi¢cbes
patolégicas em que areas especificas do sistema nervoso central (SNC) se deterioram
progressivamente, resultando em deficiéncias cognitivas ou de movimento (Bales et al.,
2009). Em geral, sindromes demenciais sao caracterizadas pela diminuigdo
progressiva de memoria, linguagem, capacidade de reconhecer e identificar objetos,
orientagcdo, organizacdo, planejamento, mudancas de comportamento ou de
personalidade, além de prejuizo no desenvolvimento psicossocial (Machado et al.,
2011). Assim, a deméncia representa um problema significativo de saude publica
(Machado et al., 2011), uma vez que o declinio cognitivo interfere de modo geral na
execucdo das atividades sociais e ocupacionais, progredindo para a perda da
capacidade funcional e autonomia (Beckert et al., 2012), levando consequentemente a
uma reducdo da qualidade de vida na velhice (Machado et al., 2011). Funcbes

cognitivas especificas podem ser avaliadas por meio de testes cognitivos validados.
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Adicionalmente, o desenvolvimento de desordens neurodegenerativas também
sofre influéncia de fatores ambientais. Nesse sentido, o acumulo de aluminio no
cérebro tem sido associado com o desenvolvimento de placas beta amildides e
emaranhados neurofibrilares na doenca de Alzheimer (Carpenter, 2001), no entanto,
existem controvérsias sobre o acumulo desse metal como possivel causador da
doenca, uma vez que a sua entrada facilitada no cérebro pode ocorrer como
consequéncia da prépria doenca (Klaassen e Watkins, 2010). De fato, diversos metais
toxicos podem afetar a funcdo neuronal, incluindo chumbo, mercurio, niquel, cromo,
entre outros (Carpenter, 2001; Chervona et al., 2012). A neurotoxicidade resultante da
exposicao ao excesso de chumbo tem sido relatada em diversos estudos (Rajan et al.,
2008; Weuve et al., 2006). O efeito direto deste metal em sinapses centrais ou
periféricas (Krieg et al., 2009) foi associado com um menor desempenho cognitivo em
criancas (Canfield et al., 2003) e em mulheres idosas (Muldoon et al., 1996), mesmo
em concentracées abaixo do nivel atual de preocupacdo, que é de 100 pg.L™ (Canfield
et al., 2003). Isso acontece também com o arsénio, que mesmo a niveis baixos (Tyler e
Allan, 2014), tem sido sugerido como um fator de risco para a reduzida capacidade
cognitiva (Syed et al., 2012). Metais como mercurio, chumbo e arsénio conduzem ao
declinio cognitivo devido a um conjunto de acdes subcelulares, incluindo o blogueio de
enzimas dependentes de calcio, a interferéncia no transporte de aminoacidos e de
ions, interferéncia sobre a sinalizacdo glutamatérgica e colinérgica e sobre a liberacdo
de neurotransmissores, bem como o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
(Carpenter, 2001; Power et al., 2014; Tyler e Allan, 2014). Em geral, a promog¢é&o do
estresse oxidativo com aumento de espécies reativas, € 0 mecanismo comum a
maioria dos metais. Por outro lado, o selénio, um elemento essencial, € um importante
antioxidante (Gao et al., 2008) e baixos niveis deste elemento traco tém sido

associados ao aumento do risco de vérias doencas (WHO, 1996).
1.1.3 Doencas associadas
As doencas crbnicas ndo transmissiveis representam 0s principais problemas

relacionados com o envelhecimento, afetando a maioria dos idosos. Tais desordens,

como as neurodegerativas e cardiovasculares, contribuem para o desenvolvimento de
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incapacidades associadas ao envelhecimento, aumentando o risco de hospitalizacao e
piorando a qualidade de vida do idoso (Rosa et al., 2003; Vellas et al., 1992). Dentre as
principais causas de morbidade e mortalidade da populacéo idosa no Brasil estdo as
doencas neoplasicas, cerebrovasculares, isquémicas cardiacas, hipertensivas,
diabetes melito e pneumonia, que atingem tanto homens quanto mulheres (Freitas e
Py, 2011). Além dessas, estima-se um aumento na prevaléncia de doenca de
Alzheimer, depressdo e osteoporose, problemas que requerem cuidados
especializados, muitas vezes ausentes em paises em desenvolvimento (Machado et
al., 2011).

As doencas crbnico-degenerativas apresentam em comum 0 envolvimento de
processos inflamatorios, uma vez que ha um aumento de mediadores inflamatorios
circulantes nesses casos, caracteristica também relacionada a imunossenescéncia, a
qual é responsavel ainda pela reducdo na capacidade de resposta imune diante de
uma infeccao (Freitas et al., 2011).

Problemas neurologicos, como a deméncia, podem apresentar inicialmente
déficit cognitivo leve o que pode ser diagnosticado por meio de testes cognitivos
(Beckert et al., 2012). Considerando que essas patologias cronicas tém alto grau de
impacto na qualidade de vida dos idosos, o diagndstico precoce torna-se crucial.

Ademais, uma vez que a expectativa de vida continua a aumentar, torna-se
importante ndo sé entender os mecanismos ligados a esta longevidade prolongada,
mas principalmente os complexos fatores que tornam 0S seres humanos mais

vulneraveis as patologias e as doencas neurodegenerativas (Mora, 2013).

1.1.4 Institucionalizacdo de idosos

Além de dificuldades econdmicas, o processo de envelhecimento € influenciado
também por mudancas no estilo de vida, que incluem perdas fisica, psicoldgica e social
(Freire-Janior e Tavares, 2004; Essama-Tjani et al., 2000). Isto se torna particularmente
importante em grupos de idosos que geralmente acabam sendo privados de seus pro-
jetos de vida, exemplificado pelos institucionalizados, pois se encontram afastados da
familia, da casa, dos amigos, das rela¢cdes nas quais sua historia de vida foi construida

e nas quais as doengas crbnicas ndo transmissiveis sdo, com raras excecdes, 0S
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motivos principais de suas internacdes em Instituicdes de Longa Permanéncia para
Idoso (Freire-Janior et al., 2004). Cabe ressaltar que as deméncias estdo associadas a
um maior grau de dependéncia do idoso, requerendo maiores cuidados, e isso
consequentemente acaba levando a internacdo. O préprio processo de
institucionalizacdo, rejeitado por muitos, acarreta ao idoso uma reducdo da sua
autonomia (Estrada et al., 2011).

Além disso, as transformacdes acentuadas nos arranjos familiares, na
nupcialidade e na maior participacdo da mulher no mercado de trabalho, em um
contexto de fecundidade baixa, tém cada vez mais requerido que o setor publico e o
mercado privado dividam com a familia a responsabilidade de cuidar do idoso
dependente (IPEA, 2011). Esta é uma realidade ndo soO brasileira, mas do mundo
moderno.

No Brasil, segundo pesquisa realizada pelo Instituto de Pesquisa Econdmica
Aplicada (IPEA) entre 2006 e 2010, existiam apenas 4 mil instituicbes atendendo cerca
de 100 mil idosos (IPEA, 2011), numero este reduzido frente ao total de idosos
brasileiros. Os residentes constituiam menos de 1% da populacdo idosa brasileira,
indicando que a cobertura dessa modalidade de atendimento é bastante baixa, se
comparada aos padrdes internacionais (IPEA, 2011). Além disso, no Brasil a grande
maioria das instituicdes (65%) € filantropica, seja religiosa ou leiga (IPEA, 2011).

De fato, a residéncia em instituicbes de longa permanéncia para idosos nao é
uma pratica comum nos paises do hemisfério sul (IPEA, 2011), entretanto, paises
como o Japao que possuem uma maior longevidade também possuem maior nimero
de instituicbes que oferecem cuidados especializados, além de programas de
previdéncia que dao suporte a tal servico (Souza, 2007). Ja em Portugal, na Europa,
existem lares chamados “centros de dia” onde o idoso dependente ou semidependente
passa o dia com toda a assisténcia, mantendo-se ativo fisica e socialmente, mas vive
em casa com a familia (Paul, 1997). Servicos de apoio domiciliar também sdo muito
utilizados na Europa, no entanto possuem custo elevado e, atualmente, ha uma falta de
pessoas qualificadas para tomarem conta dos idosos (Souza, 2007), assim como

acontece no Brasil.



33

1.2 Teorias Biol6gicas do Envelhecimento

Muitas teorias tém sido propostas para explicar o fendmeno do envelhecimento,
também, devido ao grande numero, autores sugerem diferentes classificacdes para um
melhor entendimento (Trindade et al., 2013). De forma geral, pode-se destacar o grupo
de teorias genéticas, que incluem a teoria dos teldmeros, baseada no encurtamento
dos teldbmeros devido a auséncia de atividade da enzima telomerase; a teoria
neuroenddcrina, baseada no declinio de diversos hormdnios do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal que controlam o metabolismo em geral; e a teoria imunoldgica, a qual
aborda declinios em varios aspectos da protecdo imunoldgica, incluindo a formacéo de
auto-anticorpos; entre outras (Mota et al., 2004; Miwa et al., 2008; Trindade et al.,
2013).

Outro grupo de teorias bastante estudado corresponde as teorias estocasticas,
neste grupo destacam-se a teoria das mutacdes somaticas, baseada em alteracdes no
material genético geradas por fatores externos; a teoria do erro-catastrofe, na qual erros
sequenciais na sintese de proteinas levam a diminuicdo progressiva da fidelidade; e
entre outras teorias, a teoria do estresse oxidativo, fundamentada no acumulo de danos
oxidativos em diferentes macromoléculas causados por espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN) (Harman, 1992; Ashok e Ali, 1999; Mota et al., 2004). Entre
todas as teorias, esta Ultima tem sido relatada na maioria dos estudos publicados
(Trindade et al., 2013; Sastre et al., 2003; Miwa et al., 2008).

Atualmente, as teorias evolutivas de envelhecimento sdo incapazes de explicar
de forma convincente como e por que a vida tem uma duragéao limitada (Trindade et al.,
2013). De fato, ha duavidas se uma unica teoria poderia explicar todos os mecanismos
do envelhecimento (Ashok et al.,, 1999). No entanto, uma suposta participacdo do
estresse oxidativo parece ser algo em comum nas diversas teorias, pois tem sido
referida na maioria dos mecanismos relatados como possiveis causas do processo de
envelhecimento (Mota et al., 2004). Por exemplo, o0 mecanismo pelo qual a restricao
calorica tem relacdo com a duracdo da vida também converge para o estresse
oxidativo, uma vez que uma maior ingestdo caldrica e taxa metabdlica gera altas
quantidades de ERO, causando danos ao DNA (Ashok et al., 1999).
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1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo corresponde ao desequilibrio entre as espécies reativas
oxidantes e as defesas antioxidantes (Finkel e Holbrook, 2000), causado pelo aumento
na producdo de espécies reativas acompanhado ou ndo por uma diminuicdo das
defesas antioxidantes. Este desequilibrio causa danos oxidativos aos componentes
celulares, e, ao se acumularem, podem resultar em alteracdes celulares responsaveis
pela reducdo da capacidade funcional e pelo aumento do risco de doencas (Finkel et
al.,, 2000; Berr et al.,, 1998). Os principais alvos de danos oxidativos sédo as
macromoléculas celulares, que incluem os lipidios, as proteinas e o DNA.

Um grande namero de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio tém sido
descritas como existentes nos sistemas bioldgicos. Tais espécies se caracterizam por
serem agentes oxidantes altamente reativos, e algumas delas, denominadas
anteriormente como radicais livres, possuem um ou mais elétrons desemparelhados na
sua Orbita externa (Gilham et al., 1997), o que lhes confere alta instabilidade e
reatividade. Dentre as espécies reativas mais relevantes estdo superoxido (027,
hidroxila (OH-), peroxila (ROQO-), oxigénio singlete (‘O,), peréxido de hidrogénio (H,05),
oxido nitrico (NO-), 6xido nitroso, peroxinitrito (ONOQO), entre outros (Miwa et al.,
2008). Cabe ressaltar que as espécies reativas produzidas normalmente em condicfes
fisiologicas sdo moléculas essenciais de sinalizacdo que medeiam respostas
imunoldgicas, na defesa contra infec¢des e na indugéo da apoptose, porém quando em
excesso caracterizam condicdes de estresse oxidativo (Halliwell, 1994; Biesalski,
2002).

1.3.1 Danos oxidativos aos componentes celulares

O ataque de espécies reativas aos lipidios desencadeia um processo chamado
peroxidacao lipidica. Tal processo consiste em uma reacdo em cadeia que se inicia
com o sequestro do hidrogénio de um acido graxo polinsaturado. Supfe-se que o
superéxido em sua forma protonada (HO,-) seja a principal espécie reativa envolvida
na etapa de iniciacado da reacao (Miwa et al., 2008). Entdo, em seguida os radicais de
carbono da posicéo alilica do acido graxo polinsaturado (radical lipidico) reagem com o
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oxigénio molecular, formando assim, um radical peroxila (ROO-), que por sua vez, pode
sequestrar novo hidrogénio de outro acido graxo polinsaturado formando novamente o
radical lipidico, o qual pode dar seguimento a reacdo em cadeia (Ferreira e Matsubara,
1997). A Figura 1 ilustra o processo de peroxidacao lipidica (Porter et al., 1995).
Quanto mais insaturado for o &cido graxo, maior € a sua propensdo em
peroxidar. Nas reacdes subsequentes ha a formacéo de produtos secundarios, como
aldeidos reativos, dos quais pode-se destacar o malondialdeido (MDA), amplamente

utilizado como biomarcador do estresse oxidativo (Miwa et al., 2008).
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Figura 1 — Processo de peroxidacao lipidica (Porter et al., 1995).

A peroxidacéo lipidica € altamente prejudicial as membranas biolégicas, que séo
ricas em acidos graxos poliinsaturados. Dentre os efeitos deletérios estdo a diminui¢éo
da fluidez, aumento da permeabilidade idnica, perda da funcdo de barreira, levando a
lise celular e até mesmo a morte celular (Miwa et al., 2008; Doria et al., 2012; Moro et
al., 2010). Ocorrendo também a liberacdo do contetdo de organelas e a inativacdo no

transporte feito por proteinas de membrana (Barreiros et al., 2006). Além disso, pode
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haver a interacdo com outras biomoléculas como proteinas e DNA, levando a danos
irreversiveis. Adicionalmente, a oxidac&o de lipidios no sangue agride as paredes das
artérias e veias, facilitando o acumulo destes lipidios, com consequiente aterosclerose,
podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular cerebral (Barreiros et al., 2006).

Porém, assim como na formacdo das ERO, nem sempre 0s processos de
lipoperoxidacdo sdo prejudiciais, pois fisiologicamente seus produtos sdo importantes
na reacao em cascata a partir do acido araquidénico, na formacédo de prostaglandinas
e, portanto, na resposta inflamatéria (Ferreira et al., 1997).

As proteinas, assim como os lipidios, também séo alvos das espécies reativas e
podem sofrer numerosas modificacfes oxidativas, variando na sua susceptibilidade aos
diferentes tipos de oxidantes e, nos locais e grau de oxidacdo. Tais diferencas sao
também influenciadas pelo tipo de residuo aminoécido vulneravel a oxidacdo (Miwa et
al., 2008). Entre os mais conhecidos tipos de oxidagédo proteica estdo a nitracéo e a
carbonilacéo de proteinas.

No primeiro caso, o peroxinitrito (ONOQO"), que pode ser formado pela reacdo do
oxido nitrico (NO-) com superoxido (O,7), pode converter a tirosina em nitrotirosina. O
grupo hidroxila de certos residuos de tirosina é critico em algumas enzimas e
moléculas de sinalizacédo celular, sendo assim, a atividade enzimatica fica prejudicada.
Pode-se dizer que o processo de nitragcdo é mais especifico, uma vez que existem
proteinas alvos preferenciais, tais como a a-sinucleina e a Tau, as quais se acumulam
apos a nitracdo e desempenham importantes papéis na doenca de Parkinson e doenca
de Alzheimer, respectivamente (Trujillo et al., 2008). Ja no caso de carbonilagdo, um
processo irreversivel e ndo enzimatico, grupamentos carbonilas sédo introduzidos nas
proteinas por diversas vias de oxidacdo. Nesse sentido, a carbonilacdo de proteinas
tem sido usada como indicador global de oxidacao proteica (Miwa et al., 2008; Paniz et
al., 2007).

O dano oxidativo aumenta a instabilidade termodinamica e pode induzir
mudancas na estrutura terciaria das proteinas, resultando na agregacéo de proteinas.
Por exemplo, proteinas altamente carboniladas tendem a formar agregados de alto
peso molecular que ndo sdo facilmente degradados e se acumulam, dificultando a
atividade do sistema de proteases em degradar as demais proteinas danificadas (Miwa
et al., 2008).
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Alids, tal dano quando irreversivel pode ser responsavel pela inativacdo da
funcdo enzimatica de muitas proteinas. Os aminodacidos tidlicos cisteina e metionina
sao particularmente suscetiveis ao ataque oxidativo de quase todas as ERO (Dalle-
Donne et al, 2003). A enzima ©&-aminolevulinato desidratase (ALA-D), uma
metaloenzima que requer grupamentos tidlicos reduzidos para sua atividade,
considerada um importante biomarcador do estresse oxidativo (Rocha et al., 2012). A
ALA-D faz parte da via biossintética do grupo prostético heme, catalisando a
condensacdo de duas moléculas de acido &-aminolevulinico (ALA) com consequente
formacao do composto monopirrélico porfobilinogénio, sendo, portanto, essencial para
a producdo de hemoglobina. E, contudo, altamente sensivel a elementos pré-oxidantes,
0S quais agem nos grupamentos sulfidrila (-SH) da mesma, resultando em reducédo da
sua atividade e consequentemente, prejudicando a sintese do heme, o que pode levar
a anemia (Goering, 1993). Também, o acumulo do substrato da enzima, o ALA, no
sangue exacerba a producdo de ERO, contribuindo para o estresse oxidativo (Paniz et
al., 2007; Souza, 2007; Valentini et al., 2008).

O acumulo de agregados de proteinas carboniladas nos tecidos tem sido
diretamente associado a muitas doencas neurodegenerativas. Em adi¢cdo, doencas
como diabetes, catarata e cancer, onde ja foi demonstrado inibicdo da enzima ALA-D,
também relatam o envolvimento de danos oxidativos (Goncalves et al., 2005;
Fernandez-Cuartero et al., 1999; Fontanellas et al., 2002).

Nesse sentido, lipidios e proteinas que ja tenham sido afetados pelo estresse
oxidativo tornam-se reativos e podem favorecer a formacao de ligagcbes cruzadas com
o DNA (Singh, 2006), resultando em consequéncias deletérias. Além disso, muitos
tipos de lesdes causadas por espécies reativas no DNA tém sido relatadas, incluindo
modificacdes de base, quebras de fita simples e dupla, entre outras (Moro et al., 2012).
Tais lesdes podem resultar tanto em mutagénese como em instabilidade gendmica,
contribuindo assim com a morte celular e patologicamente, com o desenvolvimento de
cancer. O proprio processo de envelhecimento tem sido associado a perda progressiva
da fidelidade gendmica, apesar do complexo sistema de reparo existente, pois ocorrem
falhas na reparacdo que levam ao acumulo de DNA alterado.

Muitas pesquisas tém demonstrado uma relacdo positiva entre o aumento do

estresse oxidativo in vivo e o envelhecimento bioldgico (Poljsak e Milisav, 2012;
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Ferreira et al., 1997). De acordo com Doria e colaboradores (2012), durante o
envelhecimento do organismo, a producdo de espécies reativas de oxigénio é
aumentada como resultado da deterioracdo funcional das mitocondrias (Doria et al.,
2012), que é o principal local de consumo de oxigénio intracelular (Poljsak et al., 2012).
Assim, é gerado um "ciclo vicioso", onde as espécies reativas danificam o DNA
mitocondrial levando a mitocondria a produzir mais superoxido, uma espécie reativa de
oxigénio (Poljsak et al., 2012).

Também, existem evidéncias indicando que o estresse oxidativo é um
importante fator em alteragdes patoldgicas associadas com a idade, especialmente
aguelas crénicas (Finkel et al., 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000; Berr et al., 1998), tais
como, doencas inflamatérias do intestino, doencas cardiovasculares e doencas
neurodegenerativas incluindo acidente vascular cerebral, doenca de Parkinson e
doenca de Alzheimer (Luo e Packer, 2006). Vale ressaltar a maior vulnerabilidade do
sistema nervoso ao estresse oxidativo, especialmente por seu alto teor lipidico,
incluindo &cidos graxos polinsaturados, e pelas altas taxas de oxigénio requeridas
(Matte et al., 2009). O cérebro, particularmente, é relativamente deficiente em sistemas
antioxidantes endégenos comparado aos outros 6rgaos (Kedar, 2003). Isso faz com
gue O estresse oxidativo tenha um importante papel no declinio das funcbes

neurologicas observadas com o envelhecimento (Mariani et al., 2005; Meydani, 2001).

1.3.2 Defesa antioxidante endégena

Para se proteger do dano oxidativo causado por espécies reativas, 0 organismo
humano possui um elaborado sistema de defesa antioxidante enddgeno, constituido
por enzimas como a catalase, a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase
(GPx) e por antioxidantes ndo-enzimaticos como os tidis ndo protéicos, dentre 0s quais
a glutationa reduzida (GSH), e a ubiquinona (Nozal et al., 1997; Bello, 2002; Urso e
Clarkson, 2003). Antioxidantes sdo substancias capazes de reagir com oxidantes,
levando a diminuic&o ou inibicdo da oxidagao por meio de diversos mecanismos, desde
a remocéao do oxigénio do meio, remocao das ERO, sequestro dos metais catalisadores
da formacéo de radicais livres, aumento da geragcdo de antioxidantes enddgenos ou

mesmo a interacdo desses diferentes mecanismos (Belld, 2002).
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O sistema enzimatico enddgeno constitui a primeira linha de defesa antioxidante
do organismo contra as ERO, evitando o acumulo do anion superéxido e do peroxido
de hidrogénio. Para isso, a SOD tem papel fundamental, pois detoxifica anions radicais
superoxido produzindo peroxido de hidrogénio, em um processo de dismutacdo que
ocorre normalmente em pH fisiol6gico, porém de forma muito acelerada na presenca
dessa enzima. A superoxido dismutase pode ocorrer de trés formas, dependendo do
metal associado a mesma: cobre (Cu) e zinco (Zn) no citoplasma dos eucariontes e no
meio extracelular, manganés (Mn) na matriz mitocondrial e ferro (Fe) em bactérias
(Gilham et al., 1997; Sies, 1997).

O peroxido de hidrogénio formado pode ser reduzido por acdo de outro
antioxidante enzimatico, a catalase, ocorrendo assim a formacao de agua e oxigénio
(Ames et al., 1993; Nordberg e Arner, 2001). A catalase é encontrada no sangue,
medula éssea, mucosas, rins e figado e sua localizacdo est4 nos peroxissomas, tendo
por isto acdo diminuida em 6rgaos privados dessas organelas como o coracao, pulmao
e 0 cérebro. Nestes 6rgdos a acdo antioxidante por esta enzima ocorre quando as
espécies reativas atingem a corrente sanglinea, através da catalase eritrocitaria
(Gilham et al., 1997; Sies, 1997).

Outro mecanismo de detoxificacdo do peréxido de hidrogénio (H.O,) € através
da enzima glutationa peroxidase (GPx), a qual catalisa a reducdo do H,O, e de outros
hidroperdoxidos (ROOH) através da utilizacdo da glutationa reduzida (GSH) formando
glutationa oxidada (GSSG). Esta enzima é dependente de selénio (Se) e se encontra
localizada no citoplasma e na matriz mitocondrial, tendo elevada atividade
principalmente no figado e em eritrécitos, podendo ocorrer moderadamente também no
coracao, pulmdes e musculos (Gilham et al.,, 1997; Sies, 1997). A GPx é a Uunica
enzima antioxidante conhecida capaz de reduzir o H;O, produzido pela Mn-SOD
mitocondrial, uma vez que a maioria das mitocondrias existentes em células de
mamiferos ndo possuem atividade da catalase. Desta forma, o sistema antioxidante
enzimatico consegue proteger os sistemas biologicos contra os efeitos deletérios das
reacoes que levam a oxidacao de estruturas celulares.

Dentro do sistema nédo-enzimatico enddgeno, a GSH atua detoxificando
metabdlitos eletrofilicos, ndo somente como doador imediato de elétrons para

neutralizar o H,O, e lipoperéxidos, mas também como um sequestrador de espécies
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reativas de oxigénio e nitrogénio (Leichtweis e Ji, 2001; Ashfaq et al., 2006; Nozal et
al., 1997). Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento —SH, presente em
sua molécula. O tripeptideo glutationa, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, é o principal tiol
livre ndo protéico encontrado em varios tecidos biolégicos, sendo considerada também
o principal antioxidante ndo enzimatico enddgeno (Nozal et al., 1997). No sangue,
99,5% da glutationa se encontra no interior dos eritrécitos e uma pequena quantidade
esta associada as membranas destes (Mills e Lang, 1996). Embora presente em varias
formas: reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e ligada as proteinas (PSSG), a GSH é a
forma mais abundante (Nozal et al., 1997).

O nucleo do residuo cistenilglicina da glutationa est& envolvido na sua fungdo como
antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por
exemplo, de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre, formando um
radical GS", que produz, por dimerizacdo, o GSSG. A reducdo de H,O, e perdxidos
organicos a seus alcoois correspondentes com a conversdo de GSH em GSSG é
catalisada pela enzima GPx dependendo essencialmente da presenca de selénio. A
GSSG é, entdo, reduzida pela glutationa redutase (GR), regenerando a GSH, num
processo a custa de NADPH (Shan et al., 1990; Jordao Jr, 1998).

A Figura 2 resume o sistema antioxidante enzimético enddgeno atuando na
detoxificacdo de ERO, bem como a rota de interconversao da glutationa (Salvador e
Henriques, 2004).
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Figura 2 - Sistema antioxidante enzimatico endoégeno (Salvador e Henriques, 2004).

Durante o envelhecimento, e em casos de doencas associadas ao estresse
oxidativo, os antioxidantes sdo consumidos, podendo haver reducdo de seus niveis, 0
gue implica em uma preocupante diminuicdo da defesa do organismo na preservacao
da sua integridade, visto que, antioxidantes podem prevenir a perda de memoria e o

déficit cognitivo associado a idade (Meydani, 2001).

1.3.3 Defesa antioxidante exégena

Além do sistema enddgeno, numerosos antioxidantes exdgenos contribuem para a
defesa antioxidante, entre eles estdo os hidrofilicos, tais como a vitamina C, indois e
catecois, e os lipofilicos, exemplificados pela vitamina E, vitamina A e carotendides
(Urso et al.,, 2003). Nesta linha, a quantificacdo de micronutrientes também é
importante para avaliar a saude dos idosos.

O interesse pela agdo antioxidante de componentes da dieta € notoriamente
crescente nos ultimos anos, com especial énfase as vitaminas C, E, A e ao licopeno,
micronutrientes essenciais para a defesa do organismo contra as alteracdes que

podem ocorrer no envelhecimento (Ramalho et al., 2003).
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A vitamina C € um nutriente hidrossolavel encontrado primariamente em frutas e
vegetais, que age diretamente sobre as espécies reativas na fase aquosa do plasma,
antes que estes venham a oxidar lipidios e lipoproteinas (Benzie e Strain, 1999).
Alguns autores enfatizam a importancia da vitamina C como antioxidante em situagdes
de aumento de estresse oxidativo vinculado a danos neurolégicos (Polidori, 2003).
Estudos mostram que em condicfes de estresse oxidativo, até que toda a vitamina C
seja consumida, ndo ocorrem significantes perdas de outros antioxidantes, nem
aumento da lipoperoxidagdo em plasma humano (Frei et al.,, 1988), porém sua
atividade ndo se restringe apenas ao seu efeito antioxidante, estando envolvida em
outras reacdes como, por exemplo, na sintese de colageno (Yu, 1998).

A vitamina E, cuja forma predominante e mais ativa no plasma € o a-tocoferol
(Mayne, 2003; Burtis et al., 2008), tem sido descrita como o principal antioxidante
lipofilico do organismo e do cérebro (Cherubini et al., 2001). Baixas concentracfes de
vitamina E séo freqlentemente observadas no liquido cefalorraquiano de pacientes
com doenca de Alzheimer, sugerindo que niveis normais de vitamina E poderiam
retardar o desenvolvimento desta doenca (Kontush e Schekatolina, 2004).

A prevencdo da oxidacdo pela vitamina E pode se dar por diferentes
mecanismos, uma vez que esta vitamina pode destruir agentes oxidantes, ao agir como
doador de hidrogénio para o radical peroxila, diminuir a conversdo de agentes
oxidantes menos reativos a mais reativos, facilitar o reparo de danos causados pelos
agentes oxidantes e promover um ambiente favoravel para a acdo de outros
antioxidantes (Miller et al., 1993; Zhang e Omaye, 2001).

Como possui alta lipossolubilidade, distribui-se pelas membranas lipidicas,
constituindo-se na principal defesa das mesmas contra as lesfes oxidativas (Chan,
1993). Estudos apontam a vitamina E como o mais importante antioxidante para a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Bonithon-Kopp et al., 1997; Stampfer e Rimm,
1995) e quando ha deplecdo de antioxidantes na molécula de colesterol LDL, ocorre
peroxidacdo lipidica em cadeia, de modo que a presenga de antioxidantes nessa
lipoproteina retarda o inicio deste processo (Mosca et al., 1997).

Ao proteger os lipidios da oxidagcdo, a vitamina E (a-tocoferol) torna-se um
radical a-tocoferil, que necessita ser regenerado para recuperar seu potencial

antioxidante, em um fenémeno de reciclagem da vitamina E (Zempleni et al., 2007,
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Catania et al., 2009). Assim, é fundamental a sua interagcdo com outros antioxidantes
para que ela permaneca na sua forma nao-oxidada (Figura 3). Dentre os antioxidantes
mais importantes biologicamente na regeneracdo a a-tocoferol estdo a vitamina C, a
coenzima-Q10, uma ubiquinona lipossolivel, e os tidis, especialmente a glutationa
(Zempleni et al., 2007).

RO- RO

Tocoferol

Radical tocoferoxil

Ll Dehidroascorbato
Ubiguinol

GSSH
GSH
NAD(P)H
NAD(P)+

Figura 3 — Sistema de regeneracgéo do a-tocoferol (Hirata et al., 2004).

A deficiéncia da vitamina E tem sido associada a um aumento da viscosidade
das plaquetas do sangue, predispondo a formacdo de coagulos potencialmente fatais
(Bonithon-Kopp et al.,, 1997; Stampfer et al., 1995). Assim, a vitamina E previne
doencas ateroscleréticas ndo somente por seu efeito antioxidante, mas também por
seu efeito inibidor sobre a proliferacdo de células do musculo liso e sobre a adeséo e
agregacao plaquetaria (Harris et al., 2002). Ainda, ela tem efeito modulador sobre as
respostas inflamatoria e imune, em geral, sua deficiéncia aumenta os componentes da
resposta inflamatoria e prejudica a imunidade celular e humoral (Chan, 1993). Nesse
sentido, experimentos com animais mostraram que a suplementagédo com vitamina E
aumenta a resisténcia contra infecgdes (Meydani, 2001).

O retinol, ou vitamina A, por sua vez, € uma vitamina lipossolivel com uma cadeia
alifatica insaturada, cuja absorcéo e metabolismo podem ser influenciados por lipidios
(Cherubini et al., 2005). Seu potencial antioxidante provém de sua a¢cdo como agente
de quebra de cadeia oxidativa, o qual interage com o radical peroxil, antes que esse
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radical possa propagar a peroxidacéo na fase lipidica da célula e gerar hidroperéxidos
(Palace et al., 1999). Tesoriere e colaboradores (1993) sugerem melhor eficiéncia do
retinol, comparado ao tocoferol, devido a sua curta cadeia de polienos (Tesoriere et al.,
1993), que permite uma alta mobilidade e melhor oportunidade para interagir com o
radical peroxil na membrana (Das, 1989).

Esta vitamina também tem um papel na diferenciacdo celular e no metabolismo
proteico das células (Berdanier et al., 2008). Assim, a sua deficiéncia pode resultar em
multiplas anormalidades na imunidade inata e adaptativa envolvendo a diferenciacéo
celular, hematopoiese e a habilidade do organismo em enfrentar patdgenos (Zempleni
et al., 2007). Por outro lado, a ingestao de retinol superior aos niveis recomendados,
mas ndo declaradamente toxicos, pode ainda ter consequéncias adversas (Bhagavan,
2002b; Zempleni et al., 2007). E sabido que tanto a suplementacdo como a deficiéncia
de vitamina A pode promover efeitos anti ou pro-oxidantes dependendo da dose, do
tecido alvo, e do modelo experimental (Behr et al.,, 2012). Experimentalmente, ha
evidéncias de que retindides (vitamina A e seus derivados) podem influenciar a biologia
do cancer, especialmente porque eles estdo envolvidos no crescimento e na
diferenciacdo celular (Berdanier et al., 2008), mas também devido a sua acgéo
surfactante, que leva a labilizacdo e ruptura das membranas (Bhagavan, 2002b).

Dentre os inimeros micronutrientes envolvidos na defesa exdégena destacam-se
ainda os carotendides, cuja estrutura molecular € parcialmente responsavel pela sua
atividade antioxidante por causa da sua capacidade de reagir com oxigénio singleto,
uma forma altamente reativa do oxigénio molecular, interrompendo a propagacéo das
reacOes oxidativas (Catania et al., 2009). Dessa forma, os carotendides protegem as
células de danos oxidativos provocados por espécies reativas que podem ser gerados
no citoplasma, nas mitocoéndrias ou na membrana, atacando lipidios, proteinas,
carboidratos e DNA (Shami e Moreira, 2004), desempenhando assim, um importante
papel na prevencao de doengas associadas ao processo de estresse oxidativo (Ribeiro
e Seravalli, 2004).

Apesar de existirem mais de 600 diferentes carotendides, apenas 10% séao
precursores da vitamina A, sendo o B-caroteno a forma mais ativa e disponivel na dieta
(Bendich, 1989; Olson, 1989), pois pode ser dividido formando duas moléculas de
retinol (Paiva e Russell, 1999). Em paises em desenvolvimento o [-caroteno é a
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principal fonte desta vitamina, contudo, nem todo B-caroteno proveniente da dieta é
convertido em vitamina A. Parte dele pode agir como antioxidante responsavel por
varios efeitos bioldgicos ja reportados, entre eles o aprimoramento do sistema
imunologico, a estimulacdo da comunicacéo intercelular in vitro (Zempleni et al., 2007)
e a protecdo contra algumas formas de cancer (Whitney e Rolfes, 2008).

Outro carotendide de grande importancia € o licopeno, um poderoso antioxidante
exogeno (Berdanier et al., 2008). Embora ndo seja por si s6 uma vitamina, existem
evidéncias epidemiolégicas que asseguram seus beneficios para a saude atualmente
conhecidos como a prevencdo de certos tipos de cancer, como o de pulméo e de
préostata (Bales et al., 2009). Recentemente, o licopeno tem sido associado também a
beneficios cardiacos (Singh, 2006) e cabe ressaltar que todas estas acdes foram
atribuidas as suas propriedades antioxidantes. A prevencdo da peroxidacdo lipidica
pelo licopeno pode ser uma das razdes para a reducdo do risco de aterosclerose e
doencas cardiovasculares (Singh, 2006), embora sejam possiveis outros mecanismos
de acdo, incluindo a modulagdo da comunicacdo intercelular, alteragdes no sistema
hormonal e imunoldgico e alteragdes de vias metabdlicas (Berdanier et al., 2008).

Atualmente tem se tornado evidente que as concentracdes de vitaminas em seres
humanos sao estritamente reguladas (Litwack, 2007) e que existe uma acéo sinérgica
entre os diferentes nutrientes, por exemplo, a vitamina C pode aumentar a conversao
de B-caroteno em retinol, por outro lado, o a-tocoferol pode regular negativamente a
conversdo dos carotenos em retinol e, assim, reduzir a toxicidade do ultimo (Berdanier
et al., 2008; Poljsak et al., 2012). Além disto, o a-tocoferol, sozinho ou em combinacéo
com a vitamina C, foi estudado na prevencdo de diversas doencas crbnicas nao
transmissiveis como a diabetes, doenca cardiaca coronaria e doenca de Alzheimer
(Bales et al., 2009). Diante do exposto, se observa um delicado equilibio entre os
antioxidantes na manutencao da defesa contra o estresse oxidativo, a fim de evitar que
ocorram deficiéncias ou excessos, 0s quais poderiam ser prejudiciais.

Em contrapartida, apesar da tendéncia em publicar apenas os resultados que
mostram os efeitos positivos (Miwa et al., 2008), estudos na area, incluindo grandes
ensaios clinicos randomizados de suplementacdo de vitamina E a longo prazo nao
conseguiram mostrar um beneficio significativo e sugeriram ainda que, altas doses

desta vitamina podem ser associadas ao aumento da mortalidade (Miller et al., 2005,
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Bales et al., 2009; Guachalla e Rudolph, 2010). De forma geral, apesar de todos o0s
beneficios atribuidos aos antioxidantes demonstrados em diversos estudos in vitro e
com animais, estudos clinicos ainda apresentam resultados controversos, ora
mostrando beneficios, ora atribuindo efeitos negativos ou mesmo nenhum efeito (Bader
et al., 2007; Hasnain e Mooradian, 2004; Dolara et al., 2012). Assim, subsistem davidas
sobre a acdo dessas substancias (Catania et al., 2009).

No entanto, ndo ha duvidas de que a nutricdo é peca chave para uma adequada
defesa antioxidante exdgena, uma vez que esta provém da dieta. Dessa forma, o
potencial efeito da nutricdo se torna um tema de crescente interesse cientifico e
publico. Existem relatos de que a deficiéncia de nutrientes das dietas, como vitaminas e
oligoelementos, como por exemplo, zinco e selénio, podem aumentar o risco de
declinio cognitivo e deméncia, especialmente em idosos (Quadri et al., 2004).

Nesse sentido, diversos estudos tém apoiado a hipotese de que doencas
cronicas, incluindo cardiovasculares, neoplasicas e neurodegenerativas podem ser
beneficamente influenciadas pelo aumento da ingestdo dietética de &cidos graxos
poliinsaturados da série 6mega 3 (n-3) (Simon et al., 1995; Simopoulos, 1999). O termo
acido graxo poliinsaturado, em inglés polyunsaturated fatty acids (PUFAS), se refere
aos acidos graxos cujas moléculas possuem duas ou mais ligacbes duplas, sendo
denominados w ou n, a fim de diferencia-los em relacdo a posicao da primeira ligacao
dupla, contada a partir da extremidade terminal com grupamento metila (Martins e
Gruezo, 2008).

H& um amplo consenso de que entre os PUFAs n-3, 0s mais poderosos sdo os de
cadeia longa: o acido docosahexaendico (DHA, 22:6n-3) e o acido eicosapentaendico
(EPA, 20:5n-3) (Martins e Gruezo, 2008). Estes acidos podem ser produzidos de forma
endogena a partir do acido a-linolénico (LNA, 18:3n-3), um PUFA essencial
amplamente disponivel em vegetais, através de reacfes de dessaturacdo e
alongamento da cadeia (Calviello et al., 2013). No entanto, a eficacia destas
conversdes € muito baixa na presenca de elevados niveis de acido linoleico (LA, 18:2n-
6), principal precursor do acido araquidénico (AA, 20:4n-6), frequentemente observados
nas dietas ocidentais (Simopoulos, 1999). Além disso, ambos EPA e DHA podem ser
obtidos diretamente da dieta, através de alimentos como peixes e frutos do mar
(Calviello et al., 2013). Independente da origem dietética, tanto PUFAs n-3 quanto
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PUFAs n-6 podem ser convertidos em potentes mediadores lipidicos que
desempenham um papel importante na regulacéo da inflamacéo (Martins et al., 2008).

Geralmente, os mediadores lipidicos derivados da familia n-6 promovem a
inflamacdo enquanto que o efeito anti-inflamatério tem sido atribuido a familia n-3 em
diversos estudos experimentais (Calviello et al., 2013). Essas duas familias de &cidos
graxos competem pelas mesmas enzimas, portanto o equilibrio entre n-6 e n-3 é de
grande importancia (Martins et al., 2008). Adicionalmente, por serem essenciais, 0s
PUFAs sdo indispensaveis na alimentacdo, mas uma alta relagcdo entre n-6/n-3 tem
sido associada aos estagios iniciais do processo de carcinogénese (Martins e Gruezo,
2008). Isso porque os acidos graxos n-6, levam a producédo de eicosanoides, derivados
das vias da lipoxigenase e ciclooxigenase; e a formacdo de radicais livres e outros
compostos reativos liberados de uma intensa peroxidacéo lipidica que podem causar
danos ao DNA (Martins e Gruezo, 2008).

Por outro lado, evidéncias indicam um efeito especifico de PUFAs n-3 na protecao
dos neurdnios (Calviello et al., 2013). Mais especificamente, o cérebro apresenta
significativa concentragdo de DHA, o qual é essencial para o funcionamento
neurolégico normal. Nesse sentido, ja foi relatado que este acido graxo impede a
apoptose induzida pelo estresse oxidativo de células neuronais e de células
fotorreceptoras da retina, demonstrando também seu potencial antioxidante (Calviello
et al., 2013). Além disso, estudos mostraram que o consumo de peixes marinhos, que
contém EPA e DHA em sua composicao, leva a uma reducdo dos niveis de colesterol e
triglicerideos, fatores de risco de doencas vasculares (Martins et al., 2008).

Considerando que variagdes na dieta interferem na defesa antioxidante, pode-se
inferir que o padrdo de condi¢des sociais que determinam os habitos alimentares,
incluindo diferenca nas culturas regionais, nivel sécio-econdmico (Gillette et al., 2007)
podem contribuir para a qualidade nutricional dos idosos. Ainda entre os idosos,
estudos comparativos revelaram maior deficiéncia nutricional nos idosos
institucionalizados do que nos idosos nao-institucionalizados (Finkel et al., 2000;
Gutteridge et al., 2000; La et al., 1997; Freire-Junior et al., 2004; Essama-Tjani et al.,
2000). As proprias mudancas anatdbmicas e funcionais que ocorrem durante o
envelhecimento levam a uma maior susceptibilidade a estados de caréncia nutricional,

por exemplo, uma diminuicdo na absorcdo gastrointestinal dos micronutrientes é
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frequente em idosos (Finkel et al., 2000; Gutteridge et al., 2000; Berr et al., 1998).
Também, alteracdes no apetite e no paladar, além de dificuldades em engolir ou
mastigar podem limitar a ingestdo de nutrientes em alimentos (Wood et al., 1995). A

consequéncia é que este grupo populacional é mais sensivel a alteragcbes

micronutricionais, visto que ha um maior estresse oxidativo envolvido neste processo.

1.4 Inflamacdo em Idosos

O envelhecimento normal € acompanhado por diversas alteracdes no sistema
imune (Ubeda et al., 2012). A imunossenescéncia, que torna os idosos particularmente
suscetiveis a infeccles, é caracterizada por declinio no funcionamento e proliferacéo
de linfocitos, reducdo na formacdo de anticorpos e diminuicdo de hormdnios
necessarios para o funcionamento do timo (Ungvari et al., 2004). Fatores ambientais
também contribuem para o declinio da funcdo imunoldgica observado com a idade,
dentre eles destaca-se o uso de determinados medicamentos e deficiéncias de
nutrientes necessarios para a fungédo imune (Ubeda et al., 2012).

Nesta linha, a produgcdo aumentada de citocinas proé-inflamatérias tem sido
associada com o envelhecimento vascular prematuro e € caracteristica de doencas
cronicas como aterosclerose e Doenca de Alzheimer (Ungvari et al., 2004). Citocinas
sdo proteinas do sistema imune produzidas principalmente pelos leucécitos, mas
também pelo endotélio vascular, que servem como comunicadores quimicos entre as
células, além de outras fungdes criticas para a defesa do hospedeiro contra patégenos
(Abbas et al., 2007; Bhagavan, 2002; Cruse and Lewis, 2004). Dentre as citocinas
pro-inflamatoérias, pode-se destacar o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6), que atuam regulando positivamente a expressao de moléculas de
adesdo, promovem a formacdo de trombos e induzem a producdo de varias
quimiocinas nas ceélulas endoteliais (Ungvari et al., 2004). TNF-a e interleucina 1 (IL-1)
também tém sido associados com o aumento da expressao da enzima Oxido nitrico
sintetase, resultando na producdo de grandes quantidades de Oxido nitrico, um
importante vasodilatador, em processos inflamatérios (Caramoni e Zago, 1999). A
interleucina 10 (IL-10), por sua vez, também tem sido bastante estudada devido sua
acdo anti-inflamatdria (Ungvari et al., 2004).
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Os mecanismos pelos quais a idade avancada, por si sé promove a inflamacgéo
vascular ainda ndo sdo bem compreendidos. No entanto, especula-se que ha
aterosclerose, uma doenca inflamatdria cronica, a ativacdo endotelial desempenha um
importante papel patogénico (Caramoni e Zago, 1999). Estudos prévios tém relatado o
desenvolvimento de um microambiente pro-inflamatério na parede vascular durante o
envelhecimento, capaz de alterar a maneira como os sistemas imunolégico, circulatorio
e enddcrino interagem (Ungvari et al., 2004). Assim, o recrutamento de leucdcitos, as
mudancas de expressao de citocinas e um ciclo vicioso de mecanismos inflamatorios
caracterizam fases subsequentes da aterogénese. Especialmente na presenca de
outros fatores de risco, como hipertensdo, diabetes, hipercolesterolemia e hiper-
homocisteinemia (HHcy), hd um aumento tanto da vulnerabilidade dos vasos a
formacao de placas ateroscleréticas bem como do surgimento de complica¢des, como
a trombose, que sdo responsaveis por infarto agudo do miocéardio e pela maioria dos
acidentes vasculares cerebrais e aneurismas (Ungvari et al., 2004).

Nesse sentido, a elevacdo plasmatica da homocisteina (Hcy) esta associada
com a doenca vascular prematura em adultos (Venancio et al., 2004). Estudos in vitro e
em animais sugerem que esta condi¢cdo ndo apenas lesa o endotélio vascular (Welch e
Loscalzo, 1998), mas também promove a sintese de varias citocinas proé-inflamatérias
na parede arterial (Hofmann et al., 2001; La et al., 1997; Poddar et al., 2001), sendo
desta forma, considerada por muitos como um fator independente de risco
cardiovascular (Brosnan et al.,, 2004; Carmel et al., 2003; Chandalia et al., 2003;
Herrmann et al., 2001; Herrmann e Geisel, 2002) e de danos neuronais (Gallucci et al.,
2004; Carmel et al., 2003; Bostom et al., 1999). A Hcy é um aminoacido formado
exclusivamente a partir da desmetilagdo da metionina proveniente da dieta ou de seu
catabolismo (Neves, 2001) e esta associada também ao aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, da peroxidacéo lipidica e do dano tecidual (Splaver et
al., 2004). Esta relagcdo com 0 estresse oxidativo € um dos possiveis mecanismos
estudados para explicar a disfuncédo cognitiva induzida por elevados niveis de Hcy
(Aisen et al., 2008).

Considerando-se que as doengas crbnicas ndo transmissiveis, tais como
episédios de infarto do miocardio e doencas neurodegenerativas, especialmente em

idosos, representam um grande problema de saude publica, é necessario compreender
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melhor alguns aspectos do processo de envelhecimento. Um grande numero de
evidéncias existe sobre o papel do estresse oxidativo bem como da inflamacéo neste
processo e em patologias cronicas (Grune e Davies, 2001). No entanto, poucos
estudos levam em conta as condi¢cdes habitacionais dos idosos (Paniz et al., 2007).
Além disso, a relacdo entre envelhecimento e nutricdo € muito importante, pois sabe-se
que idosos sdo mais vulneraveis ao declinio nutricional. Assim, uma ampla avaliacao
da saude dos idosos € de extrema importancia. Especialmente, o melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de declinio cognitivo, pode contribuir
para sua prevencgdo e consequentemente para uma maior autonomia e qualidade de

vida, minimizando os gastos com saude do idoso, resultantes destas condicdes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar as associa¢gfes entre processo inflamatorio, estresse oxidativo, perfil de
acidos graxos e metais com o declinio cognitivo de idosos institucionalizados, em lares
filantropicos, e idosos nao-institucionalizados, usuarios do Sistema Unico de Saude

(SUS), assim como de jovens saudaveis.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar possiveis contribuicbes do processo inflamatério e do estresse oxidativo
sobre a funcédo cognitiva;

» Avaliar se antioxidantes exogenos tém efeito de prote¢cdo contra os danos
associados ao estresse oxidativo;

» Avaliar se a inibicdo da enzima ALA-D esta associada ao declinio cognitivo;

» Avaliar o papel de diferentes metais no processo de declinio cognitivo e também na
atividade da ALA-D;

» Avaliar a relacao entre acidos graxos da dieta e a funcao cognitiva,

> Avaliar se os niveis de acidos graxos estdo associados a homocisteina, um fator de

risco as doencas cronicas.
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3. CAPITULO |

Relationship between inflammation and oxidative stress and cognitive decline in

institutionalized elderly

Marilia Baierle®?; Sabrina N. Nascimento®”; Angela M. Moro®®; Natalia Brucker®®;
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Manuscrito submetido a publicacéo no periédico Neurotoxicology
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As seguintes péaginas (56-88) foram excluidas, pois correspondem ao manuscrito
submetido para publicacdo no periddico Neurotoxicology.

Sabe-se que o declinio cognitivo reduz a qualidade de vida e esta relacionado com
desordens vasculares e neurodegenerativas. Além disso, também ha uma estreita
relacdo entre tais doengas e o estresse oxidativo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar se a inflamacao e o dano oxidativo estdo associados com o baixo desempenho
cognitivo de idosos com diferentes condi¢cdes habitacionais. Para isso, foram avaliados
32 idosos institucionalizados e 25 idosos nao-institucionalizados. Marcadores de dano
oxidativo, marcadores de inflamacé&o e a fung&o cognitiva foram avaliados.

Os resultados desse estudo mostraram através da analise de regressédo linear
multipla que o estresse oxidativo pode ser sugerido como o principal fator responsavel
pelo declinio cognitivo. De fato, embora a inflamacdo seja associada ao baixo
desempenho cognitivo, os resultados sugerem que os individuos com capacidade
antioxidante reduzida sdo mais vulneraveis ao estresse oxidativo, o que afeta a funcao

cognitiva, levando a prejuizos na qualidade de vida.
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4. CAPITULO I

Are delta-aminolevulinate dehydratase inhibition and metal concentrations

additional factors for the age-related cognitive decline?
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As seguintes paginas (92-109) foram excluidas, pois correspondem ao manuscrito
submetido para publicagdo no peridédico International Journal of Environmental
Research and Public Health.

Estudos tém relatado uma diminuicdo da atividade da enzima &-aminolevulinato
desidratase (ALA-D) em doencas crénicas associadas com o0 estresse oxidativo. Além
disso, a exposicao crénica a metais, tais como o chumbo, também tem sido associada
com a inibicdo da ALA-D. Considerando a importancia da compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no declinio cognitivo, este estudo teve como
objetivo avaliar se a inibicdo da ALA-D também estaria envolvida no déficit cognitivo
relacionado a idade, bem como verificar a influéncia de alguns metais como fatores
adicionais na atividade enzimatica e no desempenho cognitivo de idosos. Para isso
foram avaliados 50 idosos e 20 jovens saudaveis.

Os resultados desse estudo permitiram concluir que a inibicdo da ALA-D pode ser
um fator contribuinte para o declinio cognitivo em idosos, provavelmente devido ao
acumulo do seu substrato, ALA, o qual conduz um ciclo vicioso pro-oxidante no cérebro
e consequentemente neurotoxicidade. Além disso, o acumulo de metais toxicos
também parece estar relacionado com a fisiopatologia da perda da cognicdo em
pessoas idosas, uma vez que estes metais podem prejudicar a reativacdo da ALA-D

além de alguns possuirem propriedades neurotdxicas.
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5. CAPITULO I

Fatty acid status and its relationship to cognitive decline and homocysteine

levels in the elderly
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As seguintes paginas (114-131) foram excluidas, pois correspondem ao
manuscrito submetido para publicacdo no peridédico Nutrients.

A nutricdo € comumente aceita como um fator ambiental envolvido no processo
de envelhecimento, que contribui para a prevencao de doencas cronicas. Neste
sentido, estudos epidemiolégicos demonstraram que o0s Aacidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) podem afetar varias condi¢des patologicas. Da mesma forma,
o efeito potencial de acidos graxos da série 6mega 3 (n-3 PUFAS) sobre a memoria
tem sido relatado. De fato, as membranas cerebrais sao ricas em n-3 PUFAs, que
possuem propriedades anti-inflamatérias, antioxidante, anti-aterogénica e
neuroprotetoras. Acidos graxos 6émega 3 também tém sido associados com
beneficios cardiovasculares. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de
acidos graxos em idosos com e sem declinio cognitivo em uma tentativa de
estabelecer possiveis relacdes entre esses nutrientes e a fungdo cognitiva. Além
disso, este estudo investigou se 0s acidos graxos estdo relacionados ao risco
cardiovascular por meio da avaliacdo de homocisteina nessas populacées. Para isso
foram avaliados 45 idosos, os quais foram divididos em grupo caso e grupo controle
através da pontuagdo obtida no Mini-Exame do Estado Mental (MEEM), utilizando
pontos de corte adequados a escolaridade.

Apesar do limitado tamanho amostral do grupo caso, esse estudo permitiu
concluir que a diminuicdo dos niveis de n-3 PUFAs, especialmente DHA, e o
aumento dos acidos miristico e palmitico, ambos saturados, parecem estar
associados com o declinio cognitivo. Menores niveis de n-3 PUFA também podem
estar relacionados com o aumento dos niveis de homocisteina, que por favorecer o
desenvolvimento de doencas vasculares pode estar envolvida no risco de declinio
cognitivo e de outras disfuncbes cerebrais. Portanto, a ingestdo equilibrada de
acidos graxos dmega 3 e Omega 6 € essencial para a saude, evitando um

permanente estado pré-inflamatério prejudicial.
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6. DISCUSSAO

O processo de envelhecimento tém despertado amplo interesse no meio
cientifico, porém, muitas questdes a respeito das inevitaveis mudancgas fisiolégicas que
o0 acompanham permanecem indefinidas. A investigagdo e o entendimento de tais
mudancas sdo de suma importancia na preservacao da salude e da qualidade de vida
dos idosos. As teorias que tentam explicar o fenbmeno do envelhecimento por vezes se
sobrepdem, sendo a teoria do estresse oxidativo a mais aceita atualmente, em parte
devido ao seu envolvimento com outras teorias, por exemplo, na "teoria das mutagdes
somaticas" ou na "teoria do erro-catastrofe” uma vez que danos oxidativos provocam a
mutagénese do DNA e poderiam comprometer a funcdo do ribossomo,
respectivamente (Luo et al., 2006).

A influéncia do estresse oxidativo no envelhecimento foi demonstrada no
presente estudo. De acordo com os resultados encontrados, os idosos apresentaram
alteracdes nos biomarcadores de dano oxidativo. Além disso, a incidéncia de
comorbidades foi similar em ambos os grupos de idosos, com maior prevaléncia de
hipertenséo, diabetes, dislipidemias, entre outras doencas cronicas nao transmissiveis.

Entre os grupos de idosos estudados, os institucionalizados demonstraram um
maior estado de desequilibrio oxidativo do que os ndo-institucionalizados, com maiores
niveis do biomarcador de peroxidacéo lipidica (MDA). Entretanto, os niveis encontrados
no presente estudo em ambos os grupos de idosos estavam elevados em comparacao
com o0s niveis relatados por Roehrs e colaboradores (2011) para adultos saudaveis
(Roehrs et al., 2011), e foram maiores do que aqueles encontrados para ambos 0s
grupos de idosos, institucionalizados ou ndo, em um estudo anterior do grupo (Paniz et
al., 2007). Uma maior vulnerabilidade a danos oxidativos aos lipidios no
envelhecimento ja foi observada, mesmo com dietas contendo quantidades adequadas
de antioxidantes exdgenos (Tangney, 2001).

Os idosos institucionalizados apresentaram também as maiores concentracoes
de PCO, biomarcador de dano proteico, assim como uma reduzida atividade da enzima
antioxidante GPx. O dano oxidativo as proteinas pode ser induzido por varias formas
de ERO e é responsavel pelo aumento da instabilidade termodinémica, o qual provoca

mudancas nas estruturas terciarias das proteinas. Tais alteracbes podem resultar na
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agregacao proteica, a qual tem sido descrita como uma das vias chave pela qual o
dano oxidativo contribui para o envelhecimento (Weber et al., 2012; Squier, 2001;
Singh, 2006), e ainda na inativacdo da funcdo enzimatica, o que foi corroborado pela
correlacao inversa encontrada entre PCO e atividade da GPx.

A ALA-D é uma enzima envolvida na sintese do heme, essencial para todos os
organismos aerobicos. E também um biomarcador de dano oxidativo por requerer
grupos tidlicos reduzidos para sua atividade (Valentini et al., 2007), os quais sao
altamente sensiveis a oxidacdo por elementos pré-oxidantes. A inibicdo desta enzima
acarreta no acumulo de seu substrato, o acido &-aminolevulinico (ALA), o qual € um
potencial pro-oxidante (Princ et al., 1998) e tem sido descrito como neurotdxico (Krieg,
Jr. et al., 2009; Weuve et al., 2006) devido ao seu efeito inibitério em algumas sinapses
(Krieg, Jr. et al., 2009). Além disso, o ALA é um analogo do neurotransmissor GABA.
Diversos estudos inicialmente relacionaram esse fato ao seu mecanismo de
neurotoxicidade, uma vez que ele poderia atuar sobre o sistema GABAérgico, porém o0s
resultados sdo controversos (McLoughlin e Cantrill, 1984; Becker et al., 1980; Shanley
et al., 1975; Minnema e Michaelson, 1986; Percy et al., 1981; Brennan e Cantrill, 1981).
Outro mecanismo foi sugerido mais recentemente (Emanuelli et al., 2001) e consiste na
inibicdo direta da adenilato ciclase pelo ALA, diminuindo significativamente a producao
basal do segundo mensageiro AMPc, uma importante molécula na transducédo de sinal
nas células (Emanuelli et al., 2001).

Foi demonstrada a inibicdo da atividade da ALA-D em idosos corroborando com
outros trabalhos do grupo previamente publicados (Baierle et al., 2010; Paniz et al.,
2007), porém, no presente estudo a inibicdo desta enzima foi associada com declinio
cognitivo. De acordo com a analise de regressdo, mesmo apos 0 ajuste para possiveis
fatores de confusdo, a atividade da ALA-D manteve-se associada a um melhor
desempenho cognitivo no teste de Digitos, uma tarefa que avalia a memdria de
trabalho. Além disso, o envolvimento de grupos —-SH na inibicio da ALA-D foi
examinado testando o efeito de ditiotreitol (DTT) sobre a enzima, o qual causou um
aumento na sua atividade em ambos os grupos. Tal indice de reativacéo foi associado
negativamente com o teste de Evocacdo das Praxias, o qual avalia principalmente a
mem©éria visual, mostrando que a inibicdo da enzima representada pela maior

hY

reativacdo esta associada a incapacidade de realizar este teste. Portanto, estas
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associacdes podem estar relacionadas com a neurotoxicidade do substrato ALA (Krieg
et al., 2009; Weuve et al., 2006), que pode estar sendo acumulado ao longo da vida.

Em relacdo aos niveis de metais, ndo foi observada diferenca significativa entre
0S grupos, exceto para o chumbo que estava aumentado nos idosos em comparacao
com os jovens (p<0.05), no entanto, seus valores encontravam-se dentro dos valores
de referéncia propostos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 1996). Ja o
Fe e os metais téxicos: Al, Cd, Hg, Cr e V estavam acima dos niveis recomendados
pela OMS, em ambos os grupos estudados. Adicionalmente, de acordo com a analise
de regresséo linear mdaltipla, o aumento dos niveis de V e Hg foram preditores do pior
desempenho cognitivo no MEEM e nos testes de trilhas (TMT), respectivamente. A
neurotoxicidade da exposi¢cdo excessiva ao Hg pode ser causada pela sua ligacdo a
grupos sulfidrila e blogueio dos canais de célcio, interferindo no funcionamento
neuronal normal (Carpenter, 2001), ja os efeitos da exposi¢cdo ao V sobre a cogni¢cédo
permanecem desconhecidos. Em contraste, o Selénio, um importante antioxidante, foi
associado com uma maior agilidade na execucao do teste TMT A, demonstrando um
possivel envolvimento desse elemento tragco com o parametro de atencao.

No presente estudo, ndo houve associagdo entre o0s niveis de metais e a
atividade da ALA-D, apesar disso ja ter sido relatado na literatura (Rocha et al., 2012).
No entanto, quando o DTT foi utilizado para reverter a inibicdo da ALA-D induzida por
agentes oxidantes, a reativacdo enzimatica foi similar entre os grupos, por conseguinte,
nado o suficiente para restaurar a atividade enzimatica no grupo idoso em comparagao
com o grupo jovem. Neste caso, pode-se sugerir que outros mecanismos além da
oxidacdo de grupamentos tidlicos estdo envolvidos na inibicdo da enzima (Valentini et
al., 2007). Corrobora com isso a associagdo inversa encontrada nos modelos de
regressao entre a reativacao da enzima com DTT e os metais Pb, Al, Hg, As, Cr, Ni, V
e Fe. De fato, entre outros fatores, alguns metais possuem elevada afinidade por tidis,
e podem ligar-se fortemente ao sitio ativo da ALA-D, deslocando o cofator Zn e
impedindo o funcionamento correto da enzima (Rocha et al., 2012), mesmo com niveis
adequados de Zn. Dessa forma, o DTT pode ser incapaz de romper uma ligacao tao
forte, entdo a enzima permanece inibida, suportando a hipétese de que a perda da
cognicao em pacientes idosos poderia estar associada ao acumulo de ALA.
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Em relacdo aos antioxidantes exdgenos: licopeno, B-caroteno, a-tocoferol e
retinol, os idosos institucionalizados apresentaram 0s menores niveis em comparacao
com os idosos nao-institucionalizados. Sabe-se que isso varia conforme a dieta e que a
hiponutricdo ocorre com frequéncia nos grupos mais frageis da populagdo (Donini et
al., 2013; Garcia et al., 2012). Assim, os idosos, e especialmente aqueles que vivem
em casas de repouso, tém grande risco de certas deficiéncias nutricionais (Mila et al.,
2012). Apesar dos niveis encontrados aqui estarem dentro dos valores de referéncia,
estes valores sao para adultos e podem nao ser suficientes e ideais para o0s idosos,
considerando que devido ao maior estado de estresse oxidativo que esses individuos
se encontram, maiores concentracfes de antioxidantes poderiam ser necessarias.

Quanto ao possivel efeito da inflamagcdo sobre o declinio cognitivo, foi
demonstrado que as citocinas pro-inflamatérias, IL-18, IL-6, TNF-a e IFN-y
correlacionaram positivamente com niveis de PCO e inversamente com a atividade da
GPx, demonstrando a estreita relacdo entre estresse oxidativo e inflamacéo. Alguns
autores sugerem que o acumulo de células danificadas, o qual aumenta com a idade,
pode contribuir para 0 aumento de citocinas inflamatdrias na circulacdo (Campisi et al.,
2011), que, por sua vez, podem promover uma variedade de doengas cronicas
degenerativas (Duarte et al., 2009). Entretanto, € dificil definir a causalidade, e pode-se
pensar que independente do que ocorra primeiro, uma vez iniciado, o estresse
oxidativo favorece a inflamacéo e vice-versa (Ventura et al., 2009). Pois, sabe-se que o
estresse oxidativo tem uma relacéo estreita com patologias relacionadas com a idade
e, consequentemente, com 0s processos inflamatorios (Campisi et al., 2011).

O aumento de IL-1B e TNF-a foi associado com o pior desempenho no Mini-
Exame do Estado Mental (MEEM), ou seja, com uma diminuicdo da memoria,
orientacdo, atencao e habilidades espaciais. Este achado pode ser explicado, em parte,
porque 0s processos de aprendizagem e memoria dependem do hipocampo e esta
regido do cérebro expressa maiores concentragfes de receptores IL-1 do que outras
regides, tornando-se assim vulneravel as consequéncias negativas da neuroinflamacao
(Terrando et al., 2010). Assim, a distribuicdo da expressao de citocinas inflamatorias €
parcialmente responsavel pelos efeitos diferenciais sobre certas fungdes cognitivas, e,
no entanto, certas regides cerebrais podem ser mais vulneraveis a estes efeitos (Simen

et al.,, 2011). Do mesmo modo, o TNF-a elevado pode contribuir para uma
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desregulacdo da homeostase sinaptica causando déficits de memoria (Belarbi et al.,
2012). Além disso, o envolvimento das citocinas na expressao de genes relacionados a
aprendizagem e memoria tem sido descrita (Simen et al., 2011). Contudo, na analise
de regressao linear multipla do presente estudo, as citocinas, assim como a idade, ndo
apresentaram valor significativo.

O aumento de citocinas pro-inflamatorias € frequentemente observado durante
periodos de infeccéo, entretanto, parece estar relacionado com o aumento da idade
(Simen et al.,, 2011). Citocinas sdo proteinas do sistema imunol6gico com muitas
funcdes criticas para a defesa do hospedeiro contra patégenos, mediando a imunidade
natural e regulando processos inflamatorios (Bhagavan, 2002a; Cruse e Lewis, 2004;
Abbas et al., 2007). Muitas doencas vasculares crénicas sdo processos iniciados e
propagados pela inflamacéo local de grandes e médias artérias (Renna et al., 2013),
portanto o risco de desenvolvimento de doenca neurodegenerativa relacionada com a
idade esta associado com o aumento dos niveis sanguineos de citocinas inflamatorias,
tais como IL-6, TNF-a, entre outras (Simen et al., 2011).

No entanto, de acordo com o modelo estatistico utilizado, a atividade da GPx foi
considerada o melhor preditor para o desempenho cognitivo, demonstrando o
envolvimento de antioxidantes enddégenos neste processo. Antioxidantes endégenos
atuam como a primeira linha de defesa na destruicdo de ERO in vivo, impedindo que o
processo de oxidacéo se inicie. Assim, todos os fatores que prejudicam a atividade das
enzimas antioxidantes promovem o estresse oxidativo (Roehrs et al., 2009). Além
disso, apds ajuste para fatores de confusdo, os modelos de regressdo multipla
escolhidos responderam por cerca de 30% do declinio cognitivo, mostrando que varios
outros fatores contribuem no desenvolvimento deste ultimo.

Através da avaliacdo cognitiva foi possivel observar pior desempenho nos
grupos de idosos comparados aos jovens. Particularmente, os idosos mostraram
habilidades de memoaria visual e flexibilidade mental reduzidas. Entre os idosos, 0s
institucionalizados foram os que apresentaram maior comprometimento da cognicao,
evidenciado pela diferenca significativa dos escores nos testes realizados. O Mini-
Exame do Estado Mental (MEEM), um exame global da cognigdo, mostrou declinio
cognitivo nos idosos institucionalizados, os quais tiveram resultado inferior ao ponto de

corte deste teste (Folstein et al., 1975; Bertolucci et al., 1994). Isso foi confirmado pelo
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comprometimento de fungbes cognitivas especificas, tais como orientacéo, retencéo ou
registro de dados, aprendizado, atencdo, memodria e linguagem, observados nos
demais instrumentos da avaliagdo cognitiva.

Sindromes demenciais representam um importante problema de saude publica e
sdo caracterizadas pelo declinio progressivo da memoria e de outras fungbes como a
linguagem, praxia, desenvolvimento psicossocial, entre outras (Machado et al., 2011).
De acordo com o grau de comprometimento, a reducdo da funcdo cognitiva pode
resultar em incapacidade fisica, social e emocional, tanto para a pessoa idosa afetada
quanto para seus parentes (Beckert et al., 2012). Isto se torna particularmente mais
importante no caso dos idosos institucionalizados, uma vez que o proéprio fato de viver
em instituicdes leva a uma reducdo de sua autonomia, podendo resultar em reducao da
qualidade de vida devido a mudancgas no estilo de vida e ao isolamento das suas
relacdes sociais (Paniz et al., 2007).

A base biolégica do declinio cognitivo associado a idade ndo € conhecida
atualmente com seguranca, em parte porque o0 envelhecimento em humanos esta
associado com numerosas condicdes que dificultam a atribuicdo de causalidade
(Simen et al., 2011). Portanto, as alteragcdes na funcdo cognitiva foram associadas
tanto ao estresse oxidativo quanto aos marcadores inflamatorios.

Na verdade, o sistema nervoso central é particularmente vulneravel ao estresse
oxidativo devido a sua alta taxa de consumo de oxigénio, a abundancia de ferro e os
baixos niveis de antioxidantes (di Penta et al., 2013). Portanto, o maior dano proteico e
a menor atividade da GPx contribuem para a desmielinizagdo e dano axonal, que
podem ser causas da disfuncdo cognitiva. De acordo com Penta e colaboradores
(2013), axbnios e mielina podem ser danificados tanto pela indugcdo do estresse
oxidativo quanto pela liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, apés a ativacdo da
microglia (di Penta et al., 2013), e estdo envolvidos na patogénese de varias doencas
cerebrais crénicas. Neste sentido, os antioxidantes exdégenos constituem uma resposta
alternativa contra o estresse oxidativo (Moro et al., 2013), assim, a associacdo do
licopeno com um melhor desempenho cognitivo, demonstra a possivel acao protetora
desse micronutriente. O licopeno é capaz de evitar a peroxidacdo lipidica em
membranas sinapticas (Mora, 2013) e de preservar a atividade de antioxidantes
enddgenos, além de regular o metabolismo do colesterol (Yue et al., 2012). A sua acao
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protetora também foi observada por meio da correlagdo negativa encontrada com o
marcador inflamatério IL-18. De fato, os fatores nutricionais que tém maior
probabilidade de estarem relacionados com a etiologia de déficits cognitivos sao
aqueles que tém efeitos vasculares e que afetam a saude neuronal (Bales et al., 2009).

Nessa linha, quando os idosos foram separados conforme o desempenho
cognitivo no exame global (MEEM), com pontos de corte adequados a escolaridade
(Kochhann et al., 2010), foi possivel observar que aqueles que apresentaram
comprometimento cognitivo possuiam baixos niveis de DHA, um dos principais acidos
graxos poliinsaturados da série dmega 3. Além disso, os niveis dos acidos graxos
miristico (14:0), palmitico (16:0) e palmitoléico (16:1n-7) estavam elevados no grupo de
idosos com declinio, enquanto que os acidos behénico (22:0), nervonico (24:1n-9) e o
somatorio de PUFAs estavam diminuidos em comparacao ao grupo controle (p<0.05).
Neste cenario, foram encontradas correlagdes entre a diminui¢cdo dos niveis de DHA e
o declinio cognitivo, corroborando com estudos que mostraram que este acido graxo
promove a sobrevivéncia neuronal, além de varios outros mecanismos investigados in
vitro e in vivo para tais efeitos, como o potencial antioxidante deste nutriente (Schmitz e
Ecker, 2008; Bazan, 2007; Akbar et al., 2005). O somat6rio de PUFAs n-3 e 0s niveis
de 24:1n-9 também correlacionaram com a melhor performance cognitiva, estando de
acordo com estudos prévios (Akbar et al., 2005; Chen et al., 2004). A associacdo
negativa entre a performance cognitiva e os acidos graxos saturados 14:0 e 16:0, leva
a crer que por estas gorduras elevarem os niveis de colesterol total e LDL (Micha e
Mozaffarian, 2010), estes idosos, que também apresentaram alto perfil lipidico, tém
uma maior predisposicdo ao declinio cognitivo devido a essa comorbidade (Micha e
Mozaffarian, 2010). Ja a associacao inversa da cognicdo com os acidos graxos 16:1n-7
e a razdo n-6/n-3 estd de acordo com a acdo proé-inflamatéria dos mesmos
(Simopoulos, 1999; Perreault et al., 2014; Snigdha et al., 2012).

Em geral, o grupo de idosos caracterizado pelo maior declinio cognitivo
apresentou um perfil pré-inflamatério com altos niveis de Hcy comparado ao controle e
aos valores de referéncia (Burtis et al., 2008) e também maiores niveis de proteina C
reativa (PCR). Interessantemente, os niveis de Hcy foram associados a baixos niveis
de acidos graxos 6mega 3, DHA e EPA, e a uma alta relagdo n-6/n-3. A Hcy é um fator
de risco para doencas vasculares, no entanto, os mecanismos pelos quais os PUFAs n-
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3 auxiliam na diminuicdo da Hcy ainda nao estdo bem compreendidos (Huang et al.,
2011).

Os efeitos deletérios da Hcy néo estdo limitados a doencas vasculares (Ford et
al., 2012), assim, altos niveis de Hcy também foram associados ao pior desempenho
cognitivo. Este achado pode ser explicado pelo fato de que a Hcy contribui para o
aumento da inflamacé&o vascular, em parte, através do estresse oxidativo (Zanin et al.,
2010), perturbando as defesas antioxidantes (enzimaticas e n&o enzimaticas) e
induzindo a producdo de espécies reativas por ativacdo de receptores glutamatérgicos
e / ou auto-oxidagdo a homocistina e outros dissulfetos (Zanin et al., 2010).
Considerando a maior vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo, esta pode ser
uma razao para explicar tais associacoes.

De forma geral, este estudo mostrou que os idosos apresentaram dano lipidico e
proteico. Além disso, foi visto que o equilibrio de nutrientes essenciais pode influenciar
grandemente as fun¢des do sistema nervoso, bem como a saude vascular (Bales et al.,
2009). Uma exposicao a diferentes metais ao longo da vida € inevitavel e também pode
ser um fator envolvido na salde humana. Este estudo, entretanto, € limitado pelo
tamanho reduzido da amostra. Em conclusdo, o dano oxidativo excessivo pode ser
sugerido como um fator de risco para o declinio cognitivo que acaba culminando no

desenvolvimento de desordens neuroldgicas.
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. CONCLUSOES

Ha uma associacdo entre os efeitos das citocinas pré-inflamatorias e o estresse
oxidativo sobre a funcdo cognitiva e de acordo com os resultados maior declinio
cognitivo foi observado no grupo de idosos institucionalizados.

O estresse oxidativo parece ser mais critico no declinio cognitivo do que a
inflamacédo, nessa linha, a GPx e o licopeno parecem desempenhar um papel
fundamental na preservacdo das funcdes cognitivas em relacdo a orientacao,
memo©ria, atencdo e habilidades de linguagem.

A inibicdo da atividade da enzima ALA-D e, provavelmente o acumulo do seu
substrato podem estar associados com a fisiopatologia do declinio cognitivo em
idosos.

A atividade de ALA-D pode ser um fator adicional na preservacdo da capacidade
cognitiva.

O acumulo de metais toxicos, como o chumbo, assim como o Fe em excesso,
parece estar envolvido com a inibicdo da ALA-D, por impedir sua correta atividade,
mesmo na presenca de cofator, contribuindo indiretamente para o declinio da funcao
cognitiva.

A maioria dos metais téxicos estava acima dos limites estabelecidos pela OMS e
podem estar diretamente ligados ao declinio cognitivo. Particularmente, foi mostrado
gue o V associou-se com a reducdo da cognicao global enquanto o Hg, com as
funcBes especificas de atencéo e flexibilidade mental.

O selénio parece ser um importante aliado na preservacdo da capacidade cognitiva,
principalmente no parametro de atencéo.

Os PUFAs n-3, especialmente o DHA, e o acido nervonico foram associados com o
melhor desempenho cognitivo. Em contraste, uma alta razdo n-6/n-3, o acido
palmitoléico e os acidos graxos saturados miristico e palmitico se associaram
negativamente com o desempenho cognitivo.

Os idosos caracterizados por declinio cognitivo através do MEEM apresentaram uma
maior predisposicao para doengas cronicas, como aterosclerose, uma vez que

apresentaram elevado perfil lipidico e um perfil pré-inflamatério evidenciado pelos
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altos niveis de PCR e Hcy; além de baixos niveis de DHA, o qual parece ter acdo
protetora sobre a cognicéao.

Altos niveis de Hcy foram diretamente associados com a diminui¢cao dos niveis de n-
3 PUFAs e com uma alta rela¢do n-6/n-3, demonstrando o possivel envolvimento
destes nutrientes no metabolismo da Hcy, bem como a existéncia de uma estreita
relacdo com a inflamacéo.

Os efeitos deletérios da Hcy, que é um conhecido fator de risco para doencas
vasculares, também podem estar envolvidos no declinio da funcdo cognitiva.

O declinio cognitivo é um processo complexo e multifatorial, que sofre a influéncia de

diversos outros fatores.
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9. ANEXOS

ANEXO A — Aceite do Comité de Etica em Pesquisa UFRGS

05/06/13 Sistema Pesquisa - Pesquisador
Sistema Pesquisa - Pesquisador: Solange Cristina Garcia

Projeto N°: 15146 +

Titulo: AVALIACAO DA DEFICIENCIA MICRONUTRICIONAL EM IDOSOS, SEUS RISCOS PATOLOGICOS E
PREVENCAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFRGS: Parecer
Projeto aprovado, a maioria das diligéncias foram atendidas. Apesar dos argumentos expostos pela

pesquisadora, ainda assim recomenda-se a submissdo do projeto ao Comité de Etica da Prefeitura
Municipal de Porto Alegre.

https://www1.ufrgs.br/Portal Servidor/Pesquisa/Pesquisador/forms/form_index php 1”1




162

ANEXO B — Aceite do Comité de Etica em Pesquisa HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAC CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e peio Office
For Human Research Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institutional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 110171
Data da Versao do Projeto:  01/06/2011
Data da Versdo do TCLE: 04/07/2011

Pesquisadores:

MARILIA BAIERLE
FERNANDA WAECHTER
SOLANGE CRISTINA GARCIA

Titulo: Avaliagao da deficiéncia micronutricional em idosos, seus riscos patologicos e prevengdo

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodologicos, bem come o respective Termo de
Consentimente Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais de
pesquisa clinica, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde.

- Os membros da Comissao Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa ndo participaram do processo de
avaliagao dos projetos nos guals constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteracao do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente aoc CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatrios semestrais de acompanhamento e relatério final ao CEP/HCPA.
- Somente podera ser utilizade o Termo de Censentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de
aprovagao do CEP/HCPA.

7
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Idosos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo de Estudo - Idosos

Bl e e, fui convidado(a)
pela Professora Dr* Sclange Cristina Garcia (UFRGS) para participar
voluntariamente do grupo de estudo da pesquisa “AVALIAGAO DA
DEFICIENCIA MICRONUTRICIONAL EM IDOSOS, SEUS RISCOS
PATOLOGICOS E PREVENGAO”. Os objetivos deste estudo serao verificar a
presenca de deficiéncias micronutricionais em idosos, avaliando o papel do
envelhecimento e a possivel inter-relagdo com moléculas gque indicam a
ocorréncia de um determinado processo no organismo. Para isso serdo
realizados exames clinico-laboratoriais com o objetivo de avaliar os niveis de
vitaminas antioxidantes (substancias capazes de impedir a acdo dos radicais
livres, que podemn causar doengas) através de exames de sangue. Além destes
exames serdo realizadas entrevistas com questionarios sobre a avaliagao
nutricional, avaliagcéc da memoria e o uso de medicamentos, e ainda, sera
realizada uma avaliacdo antropométrica que compreende os pardmetros: peso,
altura e dobras cutaneas. A medida das dobras cutaneas é indolor, sem riscos
ao paciente e sera feita com um aparelho chamado adipémetro sem maiores
desconfortos. Fui esclarecido que minha participagéo & de livre e espontanea
vontade, sem custc e que caso aceite, sera realizada uma coleta de sangue
venoso (10 mL) com o minimo de risco ja conhecido para esta técnica.

Estou ciente de que receberei os resultados dos exames sem custo e
que a minha participagéo € voluntaria e que posso desistir ou interromper a
participagio neste estudo no momento que desejar. A minha recusa néo trara
nenhum prejuizo ou consegiiéncias. Neste caso, devo informar imediatamente
minha decisdo ac pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem
constrangimento e sem a necessidade de qualquer explicacso.

Casc o resultadc de algum exame esteja alterado, este sera
comunicado pela equipe pesquisadora ao responsavel médico da instituicao
(para os institucionalizados) ou ao proprioc  individuo {para néo-
institucionalizados) sendo este encaminhado a procurar auxilio médico.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de

cutras voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.
Comité de Etica em Pesquisa

GPPGH

YERSAC APROVADA

Op 0% 044
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Eu terei garantia da ndo identificagdo e do carater confidencial dos resultados
dos exames. E compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Eu terei garantia do acesso, em qualguer etapa da pesquisa, aos
profissionais responsaveis para esclarecimento de dlvidas sobre os
procedimentos, riscos, beneficios e direitos como voluntério. Através do contato
com a professora resporisavel pelo projeto Dr?. Solange Cristina Garcia, cujo
enderego & Av. Ipiranga, 2752, sala 605, bairro Santana, Porto Alegre — RS,
fone: (51) 3308.5297, e/ou com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
da UFRGS (51} 3308.3629 para apresentar recursos ou reclamagdes em
relagdo ao estudo. Podendo contatar também o Comité de Etica em Pesquisa
do HCPA pelo telefone (51} 3359.8304.

Declaro qus recebi uma via deste documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e li cuidadosamente todo ele tendo a
oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contelido e também sobre o
estudo. Recebi expiicagbes que responderam por completo minhas dividas e
reafirmo estar livre ¢ espontaneamente decidido participar do estudo, sob
responsabilidade dz pesquisadora Dr®. Solange Cristina Garcia (UFRGS).
Estou ciente que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de guaiquer
beneficio que eu possa fer adquirido.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou
certificando que foda a informacdo que eu prestei, incluindo minha historia
médica, & verdadeira e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro

estar recebendo uma cdpia assinada deste documento.

Porto Alegre, de de20___.

Assinatura do Paciente

Nome do Pesquisador gue aplicou o TCLE Assinatura do Pesquisador

Comitd de Etica am Pesguisa
GPPGHUPA

VERSAD APROVADA
A
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Jovens

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo Controle - Adultos jovens

T T fui convidado(a)
pela Professora Dr* Solange Cristina Garcia (UFRGS) para participar
voluntariamente do grupo controle da pesquisa “AVALIAGAO DA
DEFICIENCIA MICRONUTRICIONAL EM IDOSOS, SEUS RISCOS
PATOLOGICOS E PREVENGAO”. Ser individuo controle nesta pesquisa
significa ser adulto jovem com auséncia de qualquer alteragdo no organismo
derivada do envelhecimento para posterior comparagio com os resultados dos
idosos. Esta comparagdo € necessaria pois os objetivos deste estudo s&o
verificar a presenca de deficiéncias micronutricionais em idosos, avaliando o
papel do envelhecimento e a possivel inter-relagdo com moléculas que indicam
a ocorréncia de um processo no organismo. Para isso serdo realizados exames
clinico-laboratoriais com o© objetivo de avaliar os niveis de vitaminas
antioxidantes (substancias capazes de impedir a agéo dos radicais livres, que
podem causar doencas) através de exames de sangue. Além destes exames
serdo realizadas entrevistas com questiondrios sobre a avaliagdo nutricional,
meméria e o uso de medicamentos, e ainda, sera realizada uma avaliagdo
antropométrica que compreende o0s parametros: peso, altura e dobras
cutdneas. A medida das dobras cutadneas é indolor, sem riscos ao paciente e
sera feita com um aparelho chamado adipémetro sem maiores desconfortos.
Fui esclarecido que minha participacédo é de livre e esponténea vontade, sem
custo e que caso aceite, sera realizada uma coleta de sangue venoso (10 mL)
com o minimoe de risco ja conhecido para esta técnica.

Estou ciente de que receberei os resultados dos exames sem custo e
que a minha participacdo & voluntaria e que posso desistir ou interromper a
participacao neste estudc no momento que desejar. A minha recusa nao trara
nenhum prejuizo ou conseqiiéncias. Neste caso, deve informar imediatamente
minha decisdo 20 pesquisador ou a um membre de sua equipe, sem
constrangimento e sem a necessidade de qualquer explicacdo.

Caso o resultado de algum exame esteja alterado, este sera
comunicado pela equipe pesquisadora ao proprio individuo sendo este

encaminhado a procurar auxilio médico.




As informagées obtidas seréo analisadas em conjunto com as de outros
voluntarios, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. Eu terei
garantia da ndo identificacdo e do carater confidencial dos resultados dos
exames. E compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Eu terei garantiz do acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos
profissionais responsaveis para esclarecimento de ddvidas sobre os
procedimentos, riscos, beneficios e direitos como voluntario. Através do contato
com a professora responsavel pelo projeto Dr®. Solange Cristina Garcia, cujo
endereco é Av. Ipiranga, 2752, sala 605, bairro Santana, Porto Alegre — RS,
fone: (51) 3308.5297, e/fou com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
da UFRGS (51) 3308.3629 para apresentar recursos ou reclamacdes em
relagdo ao estudo. Podendo contatar também o Comité de Etica em Pesquisa
do HCPA pelo telefone (51} 3359.8304.

Declarc que recebi uma via deste documento denominado Termo de
Consentimento Livie e Esclarecido e li cuidadosamente todo ele tendo a
oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contelido e também sobre o
estudo. Recebi explicagdes que responderam por completo minhas dlvidas e
reafirmo estar livre ¢ espontaneamente decidido participar do estudo, sob
responsabilidade da pesquisadora Dr®. Solange Cristina Garcia (UFRGS).
Estou ciente que poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer
beneficio que eu possa ter adquirido,

Ao assinar este Termoc de Consentimento eu também estou
certificando gue toda a informacdo que eu prestei, incluindo minha histéria
medica, é verdadeira e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro

estar recebendc uma copia assinada deste documento.

Porto Alegre, de de 20 .

Assinatura do Paciente
Nome do Pesquisador que aplicou 0 TCLE Assinatura do Pesquisador
Corrité de Pasguisa

GPPGHCPA
VERSAD APROVADA
06 ; O ; L0

A4O434 TR
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ANEXO E - Questionario de Avaliagdo Nutricional e Social

GeroMat — Parte Nutricional

I Dados de Identificacio Data_ /[

Nome: Paciente ID

Data de nascimento: / Idade: anos Sexo: [ masculino [] feminino

Cor (segundo o pac.): Branca Preta Amarela Mista

Estado Civil

Il Situacao socioecondmica

Aposentado(a)? ( )Sim ( )Nao Ainda Trabalha? ()Sim ( )Nao
Profissdo
Escolaridade:
Analfabeto Ginasio ou Cientifico Inc. 12 Grau Inc. 22 Grau Comp.
Primario Inc. Ginasio ou Cientifico Comp. 12 Grau Comp. [1 392 Grau Inc.
Primario Comp. [J N° de anos de estudo: 22 Grau Inc. 32 Grau Comp.
M3ao dominante (destro ou canhoto?) esquerda direita

Sistema de Saude:

( ) Publico—SUS ( )Privado ( ) PossuiPlano de Saude

Renda propria:

( )DeOa1lsalario minimo ( )De1a3salarios minimos ( ) De 4 a 6 salarios minimos
( ) De 7 a 10 salarios minimos ( ) > 10 salarios minimos

*Saldrio minimo 2011: RS 545,00

Possui seguro de vida: ( )Sim ( ) Nao

Possui casa propria: ( )Sim ( ) Nao

Na familia, outras pessoas trabalham: ( )Sim ( ) Nao

Renda total da familia:

( )DeOa1lsaldrio minimo ( )De1a3salarios minimos ( ) De 4 a 6 saldrios minimos
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( ) De 7 a 10 salarios minimos ( ) > 10 salarios minimos
*Saldrio minimo 2011: RS 545,00
Ajuda financeiramente alguém da familia (Parente, filho, neto, etc)? ( )Sim ( ) Nao

N2 dependentes

Situagao de vida [] vive sozinho [] com parceiro/familia [ institucionalizado

[ institucionalizado e necessita de cuidados diarios

Isolamento Social [1sim [ ndo

Ir para fora de casa [l diariamente [ 4-6 vezes/semana [11-3 vezes/semana
[l raramente [l nunca O

Necessita de alguém para levar/sair? [Isim [Jndo

Pratica regularmente atividades fisicas? [1sim [1ndo

Se sim, qual? caminhada corrida L[ bicicleta futebol outro:

Com que freqliéncia e onde vocé pratica?

11l Consumo alimentar e status nutricional

Mudangas na demanda de energia [ reduzida Jaumentada [ normal

Estado dos dentes/problemas dentarios [ nenhum poucos/raros [ freqlientes [ muitos/grave
Dentaduras/Préteses [1Sim "1 Nao O

Apetite reduzido [Taumentado [ normal

Habito intestinal: [] bom [ diarréia [ constipacdo

Sensagdo de gosto (todos os sabores da mesma maneira?) [Inenhuma pouco afetada [ bastante afetada
Sensagao de consisténcia nenhuma [1 pouco afetada bastante afetada
Sensac¢do de cheiro [l nenhuma ] pouco afetada [] bastante afetada
Preparacdo de alimentos/refei¢des: [ sozinho [1 sozinho, mas com assisténcia
somente com assisténcia impossivel

Assisténcia na preparacao das refei¢des é...
parceiro/familia/ajuda em casa [ Servigo/refei¢des sobre rodas [ equipe de enfermagem
Limitacdes na ingestdo de alimentos:

disfagia problemas dentarios/proteses [ problemas de mastigacdo
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Habitos Alimentares:
nada especial [ ovos e verduras vegetariano (ovo-laticinios) [ vegetariano (leticinios) [ sé verduras
] dieta especial:

Ingestdo de alimentos:

] independente (sem qualquer ajuda) 1 ajuda parcialmente necessaria
somente com ajuda [l impossivel
Dieta atual:
dieta normal [ pastosa [ formula suplementada
[l enteral [ rejeita/evita
Porcentagem de refei¢do feita em relagao ao tamanho da porgao: (Quanto da

por¢do a pessoa normalmente come (média)?)

menos da metade do prato (<50%) [ metade ou quase tudo (50-75%) [ tudo (75-100%)

Ingestdo de liquidos:

Consumo médio no dia: Quais?

Taste functioning? (Avaliado pelo paciente)

(Ex.: Se toma algum remédio, naquela hora n3o sente o gosto das coisas, relacionado com tempo.)
[l sempre [l maioria das vezes [ as vezes [l raramente [l nunca

O paciente esta satisfeito apds uma refei¢do? (Avaliado pelo paciente)

[l sempre [l maioria das vezes [ as vezes [l raramente

Avaliacdo subjetiva do status nutricional:

Paciente [T bom [ moderado 71 ruim

Examinador [l bom [l moderado ruim

IV Exame fisico
Aparéncia do Paciente (Avaliagdo subjetiva)

Cabelo: B ralo @ s/brilho B seco B facil de arrancar & outro

Olhos: [ cegueira noturna B manchas B vermelhos [ inflamados @ outro

Boca: [ gengivite @ estomatite angular @ glossite @ periodontite @ outro

Pele: @ petéquias [ palidez [ seborréia nasal @ dermatose B seca [ outro

Unhas: B quebradicas @ rugosas B manchadas [ outro




Tecido subcutaneo: B pouca reserva de gordura [ outro

Edema sim ndo - Sesim, localizagdo: [ tornozelo [] joelho [] base da coxa [ ] anasarca

ascite (] edema sacral

Neurolégico: ( ) alteragdo psicomotora ( ) fraqueza motora ( ) desorientagdo

Psiquiatrico: Apatia (falta de motivagdo, entusiasmo) [JSim [ Nao
Osteomuscular: Caquexia (perda de peso e apetite, fraqueza) [1Sim Nao
Sarcopenia (perda de massa muscular) [1Sim [ Nao

V Antropometria

Pressdo Arterial

Altura [cm]
Peso kel Peso usual [kel

(Questdo: Notou alguma diferenga nas roupas? Alguém lhe falou que vocé estd mais magro/gordo?)

Peso 1 més atras: menos kg mais kg [ similar
Peso 3 meses atras: menos kg mais kg similar
Peso 6 meses atras: menos kg mais kg similar

ALTURA ESTIMADA — Chumlea (1966)
Altura do joelho , [cm]

PESO ESTIMADO - Chumlea (1966)

Circunferéncia do brago [em] [em] [cm] média____ [cm]
Circunferéncia da panturrilha [em] [em] [cm] média ___ [cm]
Circunferéncia abdominal [em] [em] [ecm] média ___ [ecm]
Dobras cutaneas biceps _ [mm]__[mm]__[mm] média ___ [mm]
Dobras cutaneas triceps _ [mm]_[mm]_[mm] média ___ [mm]

Dobras cutineas supra-iliaca [mm]__ [mm]___ [mm] média [mm]
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VI Questiondrio Alimentar
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Refeicdo/dia
Principal refeicdo/dia [1 nenhum [ trés duas [l uma
Lanches/dia [ raro/nunca [] trés duas [l uma
Ingestdo de alimentos
Frutas Legumes Carne Peixe
1 x /dia O 0 O O
4-6 x /semana 0 O O O
1-3 x /semana 0 O O O
Raramente 0 0 O O
Nunca 0 0 O O
Aves Salsicha Queijo Amendoim
1 x /dia 0 O O O
4-6 x /semana O O 0 O
1-3 x /semana O 0
Raramente O O
Nunca O O
Farinha/Grédos (Pdo,massas) Laticinios Leguminosas Ovos
1x /dia O 0
4-6 x /[semana O 0
1-3 x /semana O 0
Raramente 0 0 O O
Nunca 0 0 O O
Alcool Bebidas
< 3 copos/xicara
3-5 copos/xicara
>5 copos/xicara
Nunca
1 x/més
Gordura utilizada manteiga margarina 6leo de oliva O
Chimarrdo [JSim  ['N&o Frequéncia/quantidade:

GeroMat — Parte Clinica

| Dados de Identificacao

Nome:

Paciente ID

Il Aparéncia do Paciente (Avaliacao subjetiva)

Postura

Impressao
Dentes/proteses
1l Estado de Saude

Doenca aguda

nenhuma 0
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Doenga cronica nenhuma O
Dor cronica Tl nenhuma 1 as vezes 1 frequentemente 'l sempre
Stress fisico [1 nenhum [] as vezes [] frequentemente [] sempre ] familiar
[] negdcios [ financeiro [] relacionado com a doenga
Doenga do trato gastrointestinal [ nenhuma 1 refluxo [Idisfagia (ma deglutigdo)
[] esofagite [ gastrite "Icarcinoma gdstrico
[ carcinoma esofagico [] carcinoma intestinal
Problemas de cicatrizagdo de feridas [ nunca tevel] ja teve alguma vez [ vdriasvezes [ sempre

Susceptibilidade a infec¢Ges (Infecgdes no ultimo ano? Quantas?)

[Traras [ frequentes [1sempre
Dermatose Nao O
Cirurgias [l nenhuma O O

Limitacdo funcional (articulagdes, artrose, rigidez dos membros...)

nenhuma as vezes frequente [l sempre
Mobilidade nenhuma [l pouca [1 frequente normal
[l dentrodecasa [Jnojardim [] forade casa

IV Teste “Timed up and go” é possivel?

(Cadeira sem apoio, marca-se 3 metros, cronometrar o tempo de ida e volta até sentar na mesma posicéo)
Sim 1 Nao [1 Sem andador [ com andador

segundos [] aumentou o risco de queda

V Uso de suplementos alimentares (vitaminas, substancias fito, sip feed...)

Uso de suplementos alimentares: nao [1sim

Se sim, quais e quanto/dose:

E auto-medicacdo? [l ndo [ sim
E medicagdo receitada pelo médico? [l ndo sim

VI Uso de medicamentos
Medicamento Dose Indicagdo
1.

Al Rl I
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