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ESTRESSE OXIDATIVO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas as principais causas de
mortalidade nas populacfes de paises desenvolvidos, portanto, é necessario controlar a
proliferacdo dessas doencas para reduzir o numero de mortes subitas e 0s custos de
intervencdo®. Radicais livres (RL), antioxidantes e cofatores sdo as trés principais areas que
poderdo contribuir para a reducdo do impacto das doengcas e do processo de
envelhecimento®. O entendimento desses eventos na satde podem ajudar a prevenir ou
reduzir a incidéncia dessas e outras doencas e contribuir para uma melhor qualidade de
vida 2,

Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados,
altamente ativos em reagdes quimicas com outras moléculas. No sistema bioldgico os
radicais livres sdo derivados de moléculas de oxigénio, nitrogénio e enxofre. Essas
moléculas sdo partes ou grupos de moléculas denominadas espécies reativas de oxigénio
(ROS - reactive oxigen species), espécies reativas de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen
species) e espécies reativas de enxofre (RSS — reactive sulphur species). As espécies
reativas de oxigénio (ROS) incluem os radicais livres como o anion superédxido (0;7), o
radical hidroperoxil (HO,), o radical hidroxil (OH’), o 6xido nitrico e outras espécies
reativas como perdxido de hidrogénio (H.0,), oxigénio singlet (*O,), acido hipocloroso
(HOCI) e o peroxido nitrito (ONOQ") °. Espécies reativas de nitrogénio séo derivadas do
oxido nitrico atraves da reacdo do anion superoxido (O;") para formar peroxido nitrito
(ONOOQ). As espécies reativas de enxofre (RSS) sdo facilmente formadas a partir de tiols
em reacdo com ROS %

Os radicais livres apresentam diferentes mecanismos de agdo, podem reagir com
moléculas circundantes pela doacéo de elétrons, reducdo de radicais, recepcao de elétrons e
oxidacdo de radicais, através das seguintes reacdes: a) abstracdo de hidrogénio; b) reacdo
de adicdo; c) reagdo de auto aniquilagdo e; d) através da dismutacao *.

Essas reacdes levam a producdo de ROS, RNS e RSS, as quais séo relacionadas a
doencas, como cancer, doenca cardiovascular, incluindo aterosclerose e derrame, doencas
neuroldgicas, doengas renais e hepaticas, hipertensdo, artrite reumatoide, sindrome da
angustia respiratoria do adulto, doencas autoimunes, inflamacdo, doencas degenerativas

relacionadas com o envelhecimento, diabete mellitus e suas complicacOes, catarata,
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autismo, doenca de Alzheimer, Parkinson e Huntington, vasculites, glomerulonefrites,
lGpus eritematoso, Ulcera géstrica, hemocromatose e pré-eclampsia 2> ®.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo formadas durante o metabolismo
celular e das atividades funcionais, tem importante papel na sinalizacdo celular, apoptose,
expressao génica e transporte idnico. No entanto, quantidades excessivas de ROS podem
ter efeitos deletérios em muitas moléculas, incluindo proteinas, lipidios, RNA e DNA,
considerando que s@o excessivamente pequenas e altamente reativas. As ROS podem
atacar bases em acidos nucléicos, cadeias de amino&cidos de proteinas e as duplas ligacdes
dos 4cidos graxos insaturados, nos quais o radical OH é um potente oxidante *.

As células sdo normalmente capazes de se defender do dano causado pelas
espécies reativas de oxigénio, através do uso de enzimas intracelulares, que mantém a
homeostase das ROS em niveis baixos. No entanto, durante momentos de estresse e
disfuncdo celular, os niveis de ROS podem aumentar dramaticamente e causar dano celular
significativo. Portanto, o estresse oxidativo contribui significativamente para a patogénese
das doengas inflamatérias .

Com o objetivo de prevenir ou reduzir o dano oxidativo causado pelas ROS, o
organismo humano e outros seres vivos, desenvolveram um sistema de defesa antioxidante
que inclui a atividade enzimatica, a quelacdo de minerais e a acdo scavenger dos radicais
livres, para neutralizar esses radicais depois de serem formados. Além disso, a ingestdo de
antioxidantes dietéticos pode auxiliar na manutencdo de um adequado status antioxidante
no organismo ®.

O mecanismo de producédo de espécies reativas de oxigénio inicia pela dissociacao
do radical hidroperoxil (HO2) em condicBes de pH 7,0, produzindo o anion superéxido
(027). Esse anion é extremamente reativo e pode interagir com um grande nimero de
moléculas gerando ROS diretamente ou através de processos catalisados por enzimas ou
metais. O ion superdxido também pode ser detoxificado em peroxido de hidrogénio através
da reacdo de dismutacdo com a enzima superdxido dismutase (SOD) e finalmente em &gua
através da enzima catalase (CAT). Se o peroxido de hidrogénio reagir com um catalisador

como Fe?*, ocorrer4 a reacéo de Fenton”, formando o radical hidroxil (OH") °.

“Reacéo de Fenton
H,0, + Fe**/Cu" — Fe**/Cu** + OH + OH
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Em relacdo as espécies reativas de nitrogénio (RNS), o mecanismo de formacéo do
peroxido nitrito (ONOO’), envolve o 6xido nitrico e o anion superéxido (0.7) °. As
espécies reativas de enxofre (RSS) sdo formadas em condi¢Ges de oxidagdo, a partir de
tiols para formar o dissulfito, continuando a reacdo de oxidacdo pode resultar em
dissulfito-S-monoxido ou dissulfito-S-dioxido, como uma molécula intermediaria. Por fim,
a reagdo com um tiol reduzido pode resultar na formacao de sulfénico ou acido sulfinico .

No organismo, os radicais livres sdo produzidos através de processos
inflamatorios, como fagocitose, isquemia e exercicio fisico. Por outro lado, fatores
externos que podem promover a producdo de radicais livres sdo o tabagismo, poluentes
ambientais, a radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais e 0zonio °. O balanco entre
a producdo e a neutralizacdo das ROS por agentes antioxidantes, € muito delicado e se esse
balanco tende a superproducdo de ROS, as células sofrem as consequéncias do estresse
oxidativo *2.

O principal alvo das espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio
e das espécies reativas de enxofre sdo as proteinas, 0 DNA (acido desoxirribonucleico), o
RNA (4cido ribonucleico), carboidratos e lipidios *.

O dano oxidativo pode ocorrer atraves de trés maneiras em relacdo as proteinas: a)
oxidacdo de um aminodacido especifico; b) formacdo de um peptideo mediado por um
radical livre; e c) alteracdo numa cadeia peptidica em decorréncia da reacdo com lipidios
oxidados °.

Os danos causados por radicais livres no DNA podem ser caracterizados como
quimicos ou estruturais, com modificacdes especificas: alteracdo de todas as bases,
oxidacdo de DNA, modificagdo na funcdo organica, quebra da cadeia cromossomica e
alteracdo na configuracdo dos cromossomos. Uma reagdo que causa importante dano no
DNA é a producao de radical hidroxil (OH'), através da reacdo de Fenton. Esse radical tem
a capacidade de reagir com todos os componentes da molécula de DNA, as bases purinas e
pirimidinas, assim como a desoxirribose ** .

Em relacdo aos carboidratos, a formacdo de ROS durante a glicacdo pode
contribuir para o dano glico-oxidativo. Durante as fases iniciais da glicosilacdo néo
enzimética, a fragmentacdo dos carboidratos produz espécies reativas de cadeias curtas,
como glicoaldeidos, que sdo moléculas de carboidratos tdo pequenas que se tornam
propensas a auto oxidacgdo, formando um radical superoxido (0,). O resultado dessa

reacdo pode formar a e B-dicarbonil, os quais tem agdo mutagénica .



13

A peroxidacéo lipidica é iniciada por um ataque aos acidos graxos com duplas
ligacbes por um radical, com a finalidade de retirar um atomo de hidrogénio de um
carbono metilado. Quanto mais duplas ligacGes presentes no acido graxo, mais fécil se
torna a retirada dos &omos de hidrogénio e consequentemente, a formacdo de radical,
tornando os acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e acidos graxos saturados, mais
resistentes aos radicais do que os polinsaturados (PUFA). Apos a retirada dos atomos de
hidrogénio, o carbono central do radical lipidico sofre uma reorganizacdo e reage com
oxigénio formando o radical peroxil (LOOH). Essas moléculas altamente reativas retiram
atomos de hidrogénio das moléculas proximas e desencadeiam uma reagdo de peroxidagédo
lipidica. O radical hidroxil (OH) é um dos principais radicais na lipoperoxidacdo e é
formado nos sistemas bioldgicos, através da rea¢do de Fenton, como resultado da interacéo
entre peréxido de hidrogénio e fons *°.

Outra maneira de gerar peroxidos de lipidios é através do ataque aos acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) ou suas ligac@es insaturadas, pelo oxigénio singlet, o qual é uma
forma extremamente reativa do oxigénio, no entanto, esse mecanismo ndo qualifica o
inicio da reacdo porque o oxigénio singlet reage com o &cido graxo, ao inves de retirar o
hidrogénio para iniciar a reacdo. Esse mecanismo é menos importante para a oxidacao de
lipidios, comparado com a formag&o do radical peroxil *°.

Na década de 1990, antioxidantes foram definidos como compostos presentes em
pequenas concentragdes que reduzem ou inibem a oxidagdo de outras substancias *’. Mais
tarde, os mesmos autores definiram antioxidantes como substancias que retardam,
previnem ou removem o dano oxidativo de uma determinada molécula . Por outro lado,
Khlebnikov *°, definiu antioxidantes como qualquer substancia que pode “varrer” espécies
reativas de oxigénio (ROS), ou indiretamente, agir para regular a defesa antioxidante ou
inibir a producdo de ROS. Outra propriedade que 0s compostos devem possuir para serem
considerados antioxidantes € a habilidade de formar um novo radical estavel na presenca

de hidrogénio, evitando mais oxidago %°.

Defesas antioxidantes

Durante a evolugdo dos seres humanos, as defesas enddgenas tornaram-se mais
efetivas com o objetivo de manter o balango entre os radicais livres e o estresse oxidativo.
A atividade antioxidante pode ser eficaz através de varios caminhos: inibindo as reagdes de

oxidacdo dos radicais livres (oxidacdo preventiva) atraves da inibicdo da formacéo de
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radicais livres de lipidios; através da propagacdo da cadeia de auto oxidagdo (quebra da
cadeia de oxidacdo); como um inibidor da atividade do oxigénio singlet; através do
sinergismo com outros antioxidantes; como agente redutor da conversdo de peroxidagédo
em compostos estaveis; como um agente quelante de metais, que converte metais pro-
oxidados (derivados de ferro e cobre) em produtos estaveis; e finalmente, como inibidor
das enzimas pré-oxidativas (lipooxigenases) >*%.

O sistema antioxidante dos seres vivos € dividido em dois grandes mecanismos:
antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enziméticos. Os antioxidantes enzimaticos
sdo subdivididos em defesas primarias e secundarias. As defesas primarias sdo compostas
por trés importantes enzimas que previnem a formacéao dos radicais livres ou neutralizam a
sua acdo, sdo elas: glutationa peroxidase, a qual doa dois elétrons para reduzir a
peroxidase, formando selendis e eliminando as peroxidases como potencial substrato para a
reacao de Fenton. A catalase, que converte peroxido de hidrogénio (H,O;) em agua e uma
molécula de oxigénio; e a superdxido dismutase converte anions superéxido (0;°) em
peréxido de hidrogénio, como substrato para a catalase .

A segunda defesa antioxidante inclui a glutationa redutase e glicose-6-fosfato
desidrogenase. A glutationa redutase reduz a glutationa da sua forma oxidada para a forma
reduzida, portanto, reciclando e continuando a neutralizar mais radicais livres. A glicose-6-
fosfato regenera a NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase), criando um
ambiente reduzido ®’. Essas duas enzimas ndo neutralizam os radicais livres diretamente,
mas tem papel importante em outros antioxidantes enddgenos.

Considerando os antioxidantes ndo enzimaticos, podemos citar as vitaminas,
cofatores enzimaticos, compostos de nitrogénio e peptideos. A vitamina A ou retinol
apresenta atividade antioxidante através da combinagdo com o radical peroxil (LOOH),
antes de iniciar a peroxidacéo lipidica *® %. A Coenzima Q10 que esta presente em todas as
células e membranas apresenta um importante papel na cadeia respiratoria e outras funcdes
no metabolismo celular. A Coenzima Q10 atua prevenindo a formacdo de radicais
lipidicos, como o peroxil (LOOH), embora, ja foi reportado que essa coenzima pode
neutralizar esses radicais mesmo ap6s a sua formacéo *°.

O é&cido urico é o produto final do metabolismo das purinas e ap6s passar pela
filtracdo renal, 90% do &cido Urico € reabsorvido. Previne a superprodugdo de
antioxidantes resultantes da reacdo da hemoglobina com peroxidos. Por outro lado,

também previne a quebra dos eritrocitos pela peroxidacdo e € um potente scavenger do
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oxigénio singlet e radicais hidroxil °*. A glutationa é um tripeptidio enddgeno que protege

as células contra os radicais livres pela doacdo de um atomo de hidrogénio ou um elétron
32.

Apesar da extraordinéria eficiéncia do sistema antioxidante enddgeno, ndo é
suficiente e o organismo humano depende de diversos outros tipos de antioxidantes que
estdo presentes na alimentagdo para manter os radicais livres em baixas concentragdes *.

O é&cido ascérbico (vitamina C) inclui compostos com atividade antioxidante,
como: &cido L-ascorbico e acido L-dehidroascorbico, os quais sdo absorvidos pelo trato
gastrointestinal. E importante na varredura do anion superdxido (0,7), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (OH), oxigénio singlet (*O,) e dxido de nitrogénio
reativo **,

A vitamina E é composta de oito isoformas e quatro tocoferois. O a-tocoferol é a
mais potente e abundante isoforma de tocoferol no sistema bioloégico. A vitamina E
interrompe a peroxidacdo lipidica, doando o hidrogénio fenolico para o radical peroxil
(LOOH), formando o radical tocoferoxil, que apesar de ser um radical, ndo € reativo e
incapaz de continuar a cadeia de oxidacdo *. A vitamina K é um grupo de compostos
lipossoluveis, essenciais para a conversao do glutamato em y-carboxiglutamato em varias
proteinas-alvo. A estrutura dessas vitaminas confere efeito antioxidante protetor .

Acidos fenolicos sdo compostos pelos &cidos hidroxinamico e hidroxibenzoico e
estdo presentes em tecidos vegetais e algumas vezes nas formas de ésteres e glicosidios.
Apresentam atividade antioxidante como agentes quelantes de metais e scavengers de
radicais livres com especial impacto nos radicais hidroxil (.OH), peroxil (LOOH), &nion
superoxido (02) e perdxido nitrito (ONOO"). Um dos compostos mais estudados do grupo
hidroxibenzdico é o acido galico, que é precursor de varios taninos, enquanto o acido
cinamico é precursor de todos os acidos hidrocinamicos *’.

Carotenoides sdo o grupo de pigmentos naturais que sao sintetizados por plantas e
microrganismos, mas ndo por animais. Sao divididos em dois grandes grupos: carotenoide
hidroxicarbono, conhecidos como caroteno, que contém grupos especificos como licopeno
e B-caroteno. E carotenoides oxigenados, conhecidos como xantofilas, como a zeaxantina e
luteina. A principal propriedade antioxidante dos carotenoides é neutralizar a a¢do do
oxigénio singlet. Os Unicos radicais livres que podem oxidar os carotenoides sdo 0s

radicais peroxil (LOOH). Os carotenoides apresentam baixa reatividade, mas também
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podem decompor-se e formar compostos ndo radicais, determinando o ataque aos radicais
livres e unindo-se a esses radicais *®.

Minerais sdo encontrados em pequenas quantidades nos tecidos animais e
constituem uma pequena propor¢do dos antioxidantes dietéticos, porém, tem um
importante papel no seu metabolismo. Em relacdo a atividade antioxidante, 0os minerais
mais ativos sdo o selénio e o zinco. O selénio pode ser encontrado na forma organica e
inorganica nos tecidos humanos. N&o age diretamente nos radicais livres, mas € uma parte
indispensavel em muitas enzimas antioxidantes (metaloenzimas, glutadiona peroxidase,
tioredoxina redutase), as quais ndo teriam nenhuma agdo sem esse mineral *°.

O zinco é um mineral fundamental em vérias rotas metabolicas, assim como o
selénio, ndo age diretamente sobre os radicais livres, mas € muito importante na prevencgéo
da sua formacdo. O zinco também € um inibidor da NADPH oxidase, que catalisa a
producdo do radical oxigénio singlet (*O,) desde o oxigénio, usando o NADPH como um
doador de elétrons. Faz parte da enzima superoxido dismutase, que converte o radical
oxigénio singlet (*O,) em peréxido de hidrogénio (H20). Finalmente o zinco compete com
0 cobre para unir-se a parede celular, portanto, reduzindo a producgdo de radicais hidroxil
(.OH) .

Os flavonoides sdo antioxidantes naturais encontrados nos alimentos, suas agdes
sdo conferidas pelo grupo fendlico hidroxil unido a estrutura do anel fenélico e podem agir
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, extin¢do do oxigénio singlet, varredor de
radical superoxido e até mesmo como agente quelante de metais. Os flavonoides também
ativam enzimas antioxidantes, reduzem os radicais o-tocoferol, inibem as oxidases,
atenuam o estresse de nitrosaminas e aumentam os niveis de &cido Urico e moléculas de

baixo peso molecular %,

COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos sdo nutrientes ndo classicos, presentes em todos 0s vegetais e
sdo consideradas substancias ndo nutricionais, mas, ingredientes vitais para a manutengédo
da saude humana. Nos ultimos anos, diversos compostos bioativos foram identificados

4 Dentre outros

pelo seu potencial antioxidante, anticancerigeno e anti-inflamatério
compostos bioativos, os flavonoides geraram interesse pelas suas caracteristicas
antioxidantes e como scavengers de radicais livres, observados “in vitro” **. Foram

descritos inicialmente como pigmentos de vegetais, porém, em 1936, Rusnyak e Szent-
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Gyorgyi, pesquisadores russos, identificaram que pequenas porc¢des de pimenta vermelha e
suco de limdo aumentavam a resisténcia dos capilares. Esses pesquisadores descreveram
que os flavonoides apresentavam propriedades vitaminicas e denominaram de vitamina P,
nome que foi posteriormente descartado. Essas descobertas estimularam novos interesses
na identificacdo de mais flavonoides nos alimentos **.

Os compostos polifenolicos sdo um dos mais numerosos grupos de substancias do
reino vegetal. Sdo produzidos como resultado do metabolismo secundario das plantas e séo
frequentemente encontrados unidos & glicosidios, sendo, portanto, hidrossollveis.
Eventualmente os polifenois podem ser encontrados nas plantas como agliconas. Sao
formados a partir de duas rotas metabélicas: shikimate e acetato *°.

Na natureza, mais de 8000 estruturas polifendlicas sdo encontradas e a
caracteristica comum dos compostos é a presenca do anel aromético ligado a um
componente hidroxila (Fig. 1) “°. Por sua vez, os polifenéis podem ser divididos em 10

4 Dentre essas classes, 0s

diferentes classes, baseados na sua estrutura quimica
flavonoides s&o a maior classe dos polifendis com uma estrutura comum de difenilpropano
(Cs03Cs), consistindo em dois anéis aromaticos unidos por trés carbonos. O anel A provém
da molécula de resorcinol ou floroglucinol sintetizado pela rota do acetato e apresenta um
padrdo caracteristico de hidroxilagdo na posic¢do cinco e sete. O anel B provém da rota

shikimate e é normalmente 4°-, 3°4’, ou 3°4°5’- hidroxilado “.

Fig 1. Estrutura basica de um flavonoide *.

Por sua vez, os flavonoides podem ser subdivididos em seis grandes subclasses,
baseado na variacdo do anel heterociclico C, incluindo: as flavonas, flavonois, flavanonas,

catequinas, antocianidinas e isoflavonas (Tab. 1). Podem ser encontrados em alimentos e



18

bebidas de origem vegetal, como frutas, vegetais, chas, cacau e vinho. No subgrupo de
flavonois e flavonas, o flavonol quercitina é o mais encontrado em alimentos, assim como
kaempferol, miricetina e as flavonas apigenina e luteolina. Os chas produzidos a partir da
Camellia sinensis, e a cebola, sdo as principais fontes alimentares de flavonois e flavonas

47

Tabela 1. Classificacdo dos flavonoides e fontes alimentares

Flavonoide Sub-classe Alimentos

Flavonona apigenin, luteolina, diosmetin Salsinha, aipo, piment&o vermelho,
tomilho

Flavonol quercitina, miricetina, kaempferol  Cebola, brécolis, maca, cereja, chas,
couve, radite

Flavanonas narigenina, nesperidina Frutas citricas, ameixa vermelha

Catequinas epicatequina, galactocatequina Chas (Camellia sinensis), maca,
cacau

Antocianidina pelargonidina, malvidina, Cerejas, uvas

cianidina
Isoflavonas genisteina, daidzeina Soja, leguminosas

A formacéo dos flavonoides nas plantas é influenciada por varios fatores, como: a
luminosidade, as caracteristicas genéticas da planta, condi¢cbes ambientais, germinacao,
grau de maturacgdo, processamento e armazenamento, assim como, a variacao das espécies
. No entanto, existem discrepancias entre as recomendacdes de ingestdo de flavonoides,
devido a dificuldades em estabelecer um método de analise dos diferentes tipos de
polifenéis *’.

As informacgdes na literatura sobre a quantidade de polifendis nos alimentos é
incompleta e frequentemente contraditdria, portanto, a estimativa da ingestdo dietética dos
flavonoides ¢ dificil, o que pode confundir nas inferéncias de relacbes epidemioldgicas,
considerando a salde e as doencas *’. Em 1993, Hertog et al., *® estabeleceram a ingestdo
de flavonois e flavonas em 23 mg/dia. Mais tarde, Leth e Justesen em 1998, estimaram a

ingestdo de flavondis, flavonas e flavononas em 28 mg/dia*®.

Polifendis e o Paradoxo Francés

A caracteristica dietética do Paradoxo Francés foi observada nas populacGes
francesas e italianas e verificada posteriormente em outras populacdes Mediterréneas.
Estudos epidemiolégicos revelaram que a dieta rica em flavonoides esta relacionada com o
aumento da longevidade e a reducédo da incidéncia de doencas cardiovasculares, observada

nessas populagdes apesar do alto consumo de gorduras saturadas >°. Uma explicacdo para o
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Paradoxo Francés parece estar relacionada com os componentes da dieta mediterranea, que
é rica em frutas e vegetais, fontes de vitaminas e fibras **. Além dos alimentos de origem
vegetal, essas populagdes tem um consumo diério de vinho tinto, que é rico em polifendis.
A composicdo dos polifendis de cada flavonoide é responsavel pelas suas propriedades
antioxidantes, o que caracteriza a protecdo contra as doencas cardiovasculares nessas
populagdes °> 3,

Outra explicacdo para o Paradoxo Francés é o metabolismo dos lipidios, no qual,
os polifendis, e em especial as catequinas, sdo efetivos na reacdo de quebra da cadeia
antioxidante e sdo varredores de radicais livres inibindo a peroxidacdo lipidica e a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Esses lipidios sdo ricos em acidos
graxos polinsaturados (PUFAS) e sdo os maiores transportadores de lipoproteinas de baixa
densidade ligadas ao colesterol . O primeiro passo no processo de oxidacdo do LDL
envolve a oxidacdo dos &cidos graxos PUFAs, que sdo degradados em aldeidos. Os
monacitos retroalimentam o processo a medida que se tornam macrofagos e contribuem
para as especies reativas de oxigénio nos vasos, onde tentam remover os depdsitos de
lipidios, através da ativacdo do sistema imunolégico, que envolve a ativacdo de diversas
enzimas e desencadeia a oxidacdo. Como 0s depoésitos oxidados sdo absorvidos pelos
macrofagos, estes sdo transformados em células espumosas, as quais, juntamente com o
LDL oxidado e apolipoproteinas formam os componentes das estrias lipidicas nos vasos.
Esse processo de estresse oxidativo através da agregacao plaquetaria e oxidacdo do LDL
pode ser inibido pelo resveratrol do vinho tinto **.

O interesse pelos efeitos dos compostos bioativos foi despertado por dois estudos
longitudinais, que avaliaram a ingestdo de alimentos de origem vegetal, frutas e verduras e
a incidéncia de doencas cardiovasculares. O primeiro estudo realizado por Hertog e cols.
o Zutphen Elderly Study observou uma correlagdo inversa entre a ingestdo dos
flavonoides e a incidéncia de doencas cardiovasculares. Esse estudo, com 10 anos de
seguimento, avaliou um grupo de 805 homens, entre 65 e 84 anos que apresentaram
reducdo significativa no risco relativo de mortalidade, por doencas cardiovasculares, no
mais alto quartil de ingestdo diaria de flavondis e flavonas (30 mg/dia). Esse nivel de
ingestdo também apresentou uma reducdo de 38% na incidéncia do primeiro infarto.

Outro estudo que reforcou o interesse pelos flavonoides foi The Rotterdam Study °.
Apos 5,6 anos de seguimento, Geleijnse e cols. verificaram uma reducgdo de 65% no risco

relativo para infarto ndo fatal numa coorte de 4807 individuos de 55 anos, porém, apenas
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7% de reducdo no risco de infarto fatal. Esses estudos demonstraram um efeito positivo no
consumo de flavonoides e um reforgo na hipdtese de que o alto consumo de frutas e

vegetais é benéfico para a satde °.

Atividade antioxidante dos flavonoides

Uma dieta com grande quantidade de frutas e vegetais apresenta caracteristicas
protetoras contra vérias patologias, como as doengas cardiovasculares e alguns tipos de
cancer °" *® Antioxidantes naturais e fibras dietéticas sdo considerados os principais
nutrientes responsaveis por esses efeitos protetores. As especies reativas de oxigénio sao
formadas “in vivo” durante o metabolismo aerobico € podem causar dano ao DNA,
proteinas e lipidios, apesar dos mecanismos antioxidantes biolégicos >*

Os flavonoides, associados com outros antioxidantes como as vitaminas C e E estdo
relacionados com a inibicdo da peroxidacéo lipidica, causada pelos ROS. Ao contrario das
vitaminas C e E, que estdo concentradas na fase aquosa e na bicamada fosfolipidica,
respectivamente, os flavonoides estdo localizados entre as duas fases, devido a sua
propriedade hidrofilica. Portanto, os flavonoides podem bloquear os mecanismos de
iniciacdo de radicais na interface das membranas, prevenindo a progressdo da formacao
dos radicais em cadeia, prevenindo a lipoperoxidacéo *'.

No entanto, as tentativas de controlar o estresse oxidativo através da
suplementacédo de vitaminas antioxidantes, C e E, tém apresentado resultados controversos.
Estudos observacionais avaliando o uso de complexos multivitaminicos e a incidéncia de

60-63  Grandes ensaios clinicos

doenca cardiovascular tém sido limitados e inconsistentes
randomizados falham ao tentar demonstrar um beneficio do consumo de vitaminas
antioxidantes na prevencao de doencas cardiovasculares. Por outro lado, estudos clinicos
com desfechos substitutos, tais como melhora da funcéo endotelial e reducdo de escores de
aterosclerose, podem apresentar resultados favoraveis relacionados a ingestao de vitaminas
antioxidantes *.

Estudos recentes sugerem que os flavonoides dietéticos protegem o DNA do dano
induzido por radicais livres através do mecanismo scavenger. Podem reduzir a incidéncia
de quebra da cadeia dupla, assim como o dano de base residual através do rapido reparo
quimico . Além dessas propriedades, os flavonoides podem atuar como agentes quelantes
de ions metéalicos, responsaveis pela geracdo de ROS e consequentemente, inibir o inicio

da reacéo de lipoxigenacao .
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Muitos flavonoides podem reduzir o estresse oxidativo, induzindo a formacdo da
glutationa S-transferase (GST). As GTSs agem na detoxificacdo de potentes agentes
alquilantes, incluindo compostos como herbicidas, pesticidas e xenobidticos. Elas
catalisam a reacdo destes compostos com o grupamento SH da glutationa, neutralizando
assim, seus sitios eletrofilicos e transformando-os em produtos mais hidrossolaveis, que
sdo de facil excrecdo ®.

A capacidade antioxidante dos compostos fenolicos é determinada pela sua
estrutura, em particular, pela facilidade na qual o 4&tomo de hidrogénio, de um grupo
aromatico hidroxil, pode ser doado a um radical livre e a habilidade de um composto
aromatico suportar um elétron desemparelhado como resultado do deslocamento ao redor
do sistema M-elétron ®,

Apesar dos flavonoides apresentarem uma grande capacidade antioxidante “in
vitro”, a sua eficiéncia “in vivo” ¢é limitada por alguns fatores. A absor¢éo dos flavonoides
é baixa em comparagdo com outros antioxidantes dietéticos, como as vitaminas C e E ®.
Somente as agliconas podem atravessar a parede celular do intestino. Muitos flavonoides
sdo encontrados como B-glicosidios e apresentam reducdo na absorcdo a ndo ser que a
ligacdo com B-glicosidios seja rompida. Essa ligacdo pode ser desfeita através da hidrélise
proveniente dos microrganismos intestinais, por isso, a biodisponibilidade de muitos
flavonoides dietéticos é limitada °. A meia-vida dos flavonoides no sangue é pequena e se
extingue em poucas horas, limitando a capacidade dos flavonoides dietéticos agirem como
antioxidantes no plasma, principalmente quando comparado com outros antioxidantes
presentes no plasma em altas concentracdes prontos para serem mobilizados ™.

Devemos destacar que nem todos 0os compostos bioativos e vitaminas apresentam
0s mesmos mecanismos de acdo. Por exemplo, antioxidantes polifendlicos e vitaminas
podem afetar varios alvos moleculares diretamente, através do mecanismo de ativacdo de
radicais livres, como sinalizadores intracelulares. Além disso, podem atuar no caminho de
transducdo de sinal e apresentar muitos efeitos adversos, como a alteracdo do equilibrio

pré-oxidante/oxidante 2.

Alguns compostos polifendlicos agem ndo somente como
varredores de ROS, mas também como agentes quelantes de metais (Fe®*, Cu*), o que
contribui para atenuar o estresse oxidativo ",

Por outro lado, o organismo apresenta diversas defesas enddgenas ao estresse

oxidativo. O plasma humano contém muitas proteinas com propriedades antioxidantes
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intrinsecas, como proteinas sulfiricas, como a glutationa peroxidase ou proteinas de
transicdo, como superéxido dismutase " .

Apesar do organismo humano apresentar um complexo sistema de defesa
antioxidante enddgeno, que varre radicais livres, as células podem apresentar desordens
fisioldgicas, morrer ou ocorrer apoptose, devido ao dano irreparavel causado por radicais
livres a0 DNA e alteracdo nas membranas celulares. Muitas proteinas endodgenas e
nutrientes podem ser cito-protetores, porém, o dano causado por um radical livre é
inevitavel. Esses processos oxidativos ocorrem com o avancar da idade, ndo apenas atraves
de processos patoldgicos, mas também em individuos saudaveis. Deficiéncias em
vitaminas antioxidantes, escassez de defesa antioxidante adequada e estressores
ambientais, como radiac&o ionizante, podem levar a estados de doenca "°.

As informagdes sobre os flavonoides e sua acdo antioxidante “in vivo” sdo
escassas, mas é certo que os flavonoides tém uma contribuicdo significativa nas defesas
antioxidantes do organismo. Enquanto mais estudos sdo necessarios para estabelecer os
beneficios dos flavonoides e suas a¢cbes no organismo, é possivel que a ingestdo das frutas
e vegetais na sua integridade, seja mais importante para obter o beneficio, do que a

ingestdo de apenas um constituinte vegetal.
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HIPOTESE CONCEITUAL

Esse estudo parte do pressuposto de que a ingestdo de alimentos ricos em
substancias antioxidantes auxiliam na reducdo do estresse oxidativo, na resposta
inflamatdria e no perfil lipidico de pacientes com doenga cardiovascular submetidos a

implante de stent coronariano.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal
Avaliar o impacto de uma dieta rica em substancias antioxidantes na reducéo do
estresse oxidativo, na resposta inflamatdria e no perfil lipidico de pacientes com doenca

cardiovascular submetidos a implante de stent coronariano.

Objetivos Secundarios

1) Avaliar a associacdo entre o estresse oxidativo e o perfil inflamatério, apds a
administracdo de uma dieta rica em substancias antioxidantes;

2) Avaliar os niveis dos marcadores inflamatorios como a proteina C-reativa e
marcadores de estresse oxidativo (sulfidril e FRAP) ap6s a administracdo de
uma dieta rica em antioxidantes;

3) Avaliar os niveis plasmaticos de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol e trigliceridios ao longo do seguimento;

4) Avaliar as caracteristicas antropométricas dos pacientes (peso, altura e

circunferéncia abdominal) ao longo do seguimento.
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Efeitos de uma dieta rica em flavonoides sobre o estresse oxidativo,
inflamacdo e perfil lipidico em pacientes submetidos a angioplastia

coronaria com implante de stent: ensaio clinico randomizado.

RESUMO

Introducdo: A ingestdo de alimentos antioxidantes pode reduzir o estresse oxidativo e
contribuir de forma direta no processo ateroscler6tico através da reducao do LDL oxidado.
Objetivos: avaliar o papel da dieta rica em flavonoides no estresse oxidativo, na resposta
inflamato6ria e no perfil lipidico de pacientes com doenca cardiovascular submetidos a
implante de stent coronariano.

Métodos: trinta e trés pacientes submetidos a angioplastia coronaria com implante de stent
foram randomizados no grupo dieta controle, com base nas recomendacdes do NCEP 11l e
dieta antioxidante (AOX), rica em alimentos fontes de flavonoides, por 6 meses. As
informacBes referentes a ingestdo alimentar foram coletadas no inicio e término do
seguimento, assim como, 0s niveis de estresse oxidativo (FRAP e sulfidril) e marcadores
inflamatdrios (Proteina C-reativa).

Resultados: A orientagcdo nutricional resultou numa reducdo da ingestdo energética, de
carboidratos e de lipidios no grupo dieta AOX, e um aumento na ingestdo de flavonoides.
Os marcadores de estresse oxidativo, FRAP e sulfidril e a proteina C-reativa ndo foram
alterados no grupo dieta AOX, porém, os niveis de LDL-colesterol apresentaram reducéo
significativa quando comparados com o grupo controle.

Conclusao: os resultados sugerem que uma dieta rica em alimentos antioxidantes a base de
flavonoides, ndo estd associada com a reducdo do estresse oxidativo e do perfil
inflamatdrio em pacientes submetidos a angioplastia coronariana com implante de stent, a
despeito de uma melhora no perfil lipidico destes pacientes.

Palavras-chave: flavonoides, estresse oxidativo, LDL-colesterol, doenca cardiovascular,
dieta, alimentos antioxidantes
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INTRODUCAO

O estresse oxidativo é um processo fisiologico que ocorre durante o metabolismo
das células e tem um papel importante na sinalizacéo celular, apoptose, expressdo génica e
transporte ionico’. No entanto, quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio
(ROS), podem ter efeito deletério em varias moléculas, incluindo proteinas, lipidios, RNA
(4cido ribonucleico) e DNA (acido desoxirribonucleico) > As células sdo normalmente
capazes de se defender contra o ataque das ROS, porém, em momentos de estresse, estas
espécies aumentam a sua quantidade e podem causar dano celular®.

O estresse oxidativo pode contribuir de forma direta no processo aterosclerético
através do LDL oxidado (low density lipoprotein) *. Este é um constituinte da placa
aterosclerdtica, que participa da progressdo da lesdo do vaso, através do aumento das
interacOes entre monacitos e células endoteliais, com consequente estimulo a proliferacdo
de células musculares lisas e da sintese de fatores de crescimento®. A angioplastia
coronéria representa um modelo classico de aterosclerose acelerada® cuja consequéncia
clinica pode ser a reestenose. Os stents coronarianos comprovadamente reduzem a
reestenose pos-angioplastia através da inibicio do remodelamento negativo do vaso’.
Entretanto, os stents coronarianos induzem uma resposta inflamatoria associada a
disfuncéo do endotélio &,

As tentativas de controlar o estresse oxidativo através de suplementagdo exdgena
de vitaminas antioxidantes tém obtido resultados controversos. Estudos observacionais do
uso de complexos multivitaminicos e incidéncia de doenca cardiovascular tém sido

9-12

limitados e inconsistentes Estudos clinicos com desfechos substitutos, tais como

melhora da funcdo endotelial e reducdo de escores de aterosclerose, também podem
apresentar resultados favoraveis relacionados & ingestdo de vitaminas antioxidantes .
Entretanto, grandes ensaios clinicos randomizados falham ao tentar demonstrar um
beneficio do consumo de vitaminas antioxidantes na prevencdo de doencas
cardiovasculares .

As chamadas dietas antioxidantes a base de alimentos ricos em substancias
flavonoides tais como as dietas do Mediterrdneo e o consumo de vinho tinto em doses
moderadas, podem estar associadas com um potencial beneficio cardiovascular . No
entanto, ndo existem estudos randomizados que tenham demonstrado que tais intervengdes
dietéticas possam efetivamente reduzir o estresse oxidativo. O objetivo do presente estudo

foi, portanto, avaliar através de um ensaio clinico randomizado, o papel da dieta rica em
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flavonoides no estresse oxidativo e no perfil inflamatério de pacientes com doenca

cardiovascular, submetidos a implante de stent coronariano.

METODOS
Desenho do estudo e populacéo

Ensaio clinico randomizado realizado com pacientes submetidos a angioplastia
corondria com implante de stent, na Unidade de Hemodin&dmica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do mesmo hospital
(protocolo 06-327).

Foram incluidos no estudo pacientes de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 75
anos, com indicacdo de angioplastia eletiva com implante de stent coronariano néo
farmacoldgico. Foram excluidos, gestantes, portadores de infarto agudo do miocardio,
sindrome coronariana aguda, insuficiéncia renal cronica, insuficiéncia cardiaca congestiva
classe funcional Il ou IV, neoplasias, doencas inflamatorias do coladgeno e diabetes

mellitus.

Protocolo do estudo

Os pacientes foram submetidos a angioplastia com implante de stent conforme as
rotinas da Unidade de Hemodindmica e as indicacfes do médico assistente. Todos 0s
pacientes receberam ticlopidina ou clopidogrel e AAS pré-procedimento e heparina na
dose 100 de Ui/kg durante o procedimento. Os pacientes que utilizavam antagonistas dos
receptores Ilbllla, como terapia adjuvante, receberam 70% da dose de heparina, com 0
objetivo de atingir um tempo de coagulacdo ativada entre 200 e 250 segundos. Apds 0
procedimento, todos os pacientes receberam tratamento com sinvastatina 40 mg/dia,
ticlopidina 250 mg 12/12 h ou clopidogrel 75 mg/dia, além de AAS 100 mg/dia. Apés a
realizacdo do procedimento, os pacientes eram informados da intencdo do estudo e
convidados a participar. Aqueles que aceitavam, assinavam o termo de consentimento livre
e esclarecido e recebiam informacGes sobre a continuidade do estudo atravées de consultas
ambulatoriais.

Uma amostra de sangue de 10 ml foi coletada para a dosagem do perfil lipidico e
proteina C-reativa e encaminhada para o Servi¢o de Analises Clinicas do HCPA. Para as
analises dos marcadores de estresse oxidativo, (sulfidril e FRAP), as amostras coletadas

foram colocadas em um tubo com heparina e imediatamente imersas num deposito com
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gelo, sendo centrifugadas dentro de 60 minutos, a 3000 rpm, durante 10 minutos a
temperatura de 4°C. O plasma entdo obtido foi armazenado a uma temperatura de 80°C

negativos para posterior analise.

Randomizacao

Apos 14 dias da intervencdo coronariana percutanea, cada paciente foi agendado
para a primeira consulta ambulatorial. Nessa consulta, foi realizada a avaliagdo
antropomeétrica, a randomizagdo dos pacientes e aplicado o recordatério alimentar de 24h.
Depois desses procedimentos, os pacientes foram randomizados para um dos seguintes
grupos: grupo intervencdo e grupo controle, com base numa tabela de nimeros
randomizados, gerados por um programa de computador.

O grupo intervencdo recebeu orientacdo dietética adequada para as suas
necessidades nutricionais, com alimentos fontes de flavonoides (dieta AOX). O grupo
controle recebeu orientacBes nutricionais para manter o seu estado nutricional. Os
pacientes dos dois grupos receberam utensilios para medir a quantidade de alimentos
ingeridos nas suas residéncias, incluindo uma colher de servir, um copo pléstico com
capacidade de 250 ml e um prato médio.

Trés meses apds o inicio do acompanhamento e, novamente, seis meses apos, cada
paciente foi avaliado através do perfil lipidico, recordatério alimentar de 24h, diario
alimentar de trés dias e antropometria. Uma amostra de sangue de 10 ml foi coletada em
cada uma dessas consultas para as analises do estresse oxidativo, resposta inflamatéria e

perfil lipidico.

Avaliacdo Antropométrica

A avaliacdo antropomeétrica foi realizada em cada consulta, através da mensuracao
do peso, estatura e circunferéncia do abdome. O peso e a altura foram aferidos em uma
balanga antropométrica e o indice de Massa Corporea (IMC) foi calculado através da
formula do indice de Quetelet, (altura elevada ao quadrado dividido pelo peso atual) *°. A
circunferéncia abdominal foi medida no ponto médio entre a margem da costela inferior e a

crista ilfaca %°.
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Acompanhamento Nutricional

Os pacientes foram randomizados para um dos seguintes tratamentos: grupo
intervencdo, que recebeu dieta de acordo com as necessidades energéticas, com base nas
recomendacdes do NCEP ATP 11124, rica em alimentos contendo substancias antioxidantes,
(dieta AOX), tais como vegetais cruciferos, cebola, tomate cereja, uva, entre outros,
perfazendo uma recomendacéo diaria de ingestéo de 40 mg/dia % 2, durante seis meses. O
grupo controle recebeu orientacdo nutricional convencional, através de folheto
informativo, com base nas recomendagdes do NCEP ATP Ill, de acordo com as suas
necessidades energéticas e também foi acompanhado por seis meses.

As dietas foram calculadas para cada paciente de acordo com as suas necessidades
nutricionais, nivel socioecondmico e habitos alimentares. As dietas foram compostas por
60% de carboidratos, limitando em 10% de carboidratos simples; 15% de proteinas; e até
25% de lipidios, evitando o excesso de gorduras saturadas. Foi estabelecido um limite
méaximo de ingestdo de 200 mg/dia de colesterol alimentar. As fibras dietéticas foram
recomendadas em 20 a 30 g/dia e o consumo de &gua nos intervalos das refeicdes foi
estimulado. Os pacientes foram orientados a realizar cinco a seis refeicGes diarias, de
preferéncia em casa, sendo trés refeicdes principais e dois ou trés lanches leves nos
intervalos. A dieta incluiu uma listagem de alimentos fontes de flavonoides que deveriam
ser ingeridos quatro vezes ao dia, distribuidos nas refeicdes e lanches (Tab. 1). O modo de
preparo desses alimentos também foi orientado, os vegetais verdes, de preferéncia
consumidos crus, ou quando necessario, cozidos e as frutas em preparagdes cruas.

As informac@es sobre a ingestdo alimentar foram obtidas através do recordatério
alimentar de 24h. Além desse método, os pacientes foram orientados a preencher um diario
alimentar de trés dias, sendo dois dias Uteis e um dia de final de semana. Os utensilios
entregues no inicio do estudo serviram para indicar a quantidade dos alimentos
consumidos. As medidas caseiras foram transformadas em gramas e miligramas, com o
objetivo de possibilitar o célculo da ingestdo alimentar, calculado através do Programa de
Apoio a Nutricdo da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP), verséo 1.6. Para o célculo
dos flavonoides ingeridos foi utilizado o USDA Database for the Flavonoid Content of

Selected Foods %,
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Perfil Lipidico

O perfil lipidico foi verificado através das medidas de colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol e triglicerideos, o sangue foi coletado ap6s 12h de jejum. O
colesterol total e triglicerideos foram medidos através do método enzimético colorimétrico
(Laborat6rio Merck® - Advia 1800) e o HDL-colesterol foi mensurado através do método
enzimatico colorimétrico homogéneo (Laboratério Merck® - Advia 1800). O LDL-
colesterol foi calculado pela Equacdo de Friedewald % e a proteina C-reativa ultra sensivel
foi mensurada pelo método de turbidometria (Laboratério Merck® - Advia 1800).

Estresse Oxidativo

Apos a coleta das amostras de sangue, estas foram centrifugadas a 3000 rpm,
durante 10 minutos a temperatura de 4°C, o plasma entdo obtido foi armazenado a uma
temperatura de 80°C negativos para posterior analise, que foram realizadas em duplicata.
Para verificar a acdo dos antioxidantes alimentares foram utilizados os seguintes métodos:
sulfidril, que mede tiols reduzidos e a capacidade antioxidante de proteinas e peptideos e
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), que mede a capacidade antioxidante néo
enzimatica do plasma. Essas analises foram realizadas no Laboratério do Centro de

Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Sulfidril plasmatico total

O plasma (45 pL) foi misturado com 120 ml de PBS e 35 ml de tampédo Tris
(30mM)/EDTA 3 mM (pH 8) em microplaca. Ap6s a leitura da absorbancia basal (412
nm), as amostras foram reagidas com 10 ml de 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (10 mM
em etanol) por uma hora. Apds, as amostras foram lidas novamente e a leitura basal foi
descontada. Esses valores foram comparados com os valores obtidos em uma curva padrao,
feita a partir de concentragcdes conhecidas de sulfidril. Os resultados foram expressos como

nmol —SH/mg de proteina, conforme anteriormente descrito %°.

FRAP (do ingles Ferric Reducing Ability of Plasma)

Esta técnica é capaz de detectar a capacidade antioxidante ndo enzimaética do
plasma, a partir da habilidade plasmatica em reduzir o Fe (I11) = Fe (11), gerando cor. Para
tanto, 7 ml do plasma foram diluidos com 18 ml de H,O destilada e posteriormente
reagidos com 175 ml do reagente de trabalho do FRAP. Este reagente é constituido de 10
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partes de tampéo acetato (300 mM, pH 3,6), uma parte de 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine
(10 MM em 40 mM HCI), e uma parte de FeCl; (20 mM). Uma curva padréo de FeSQO, foi
feita em paralelo e as absorbancias foram lidas apds 10 minutos de reacdo (593 nm). As
absorbancias das amostras foram comparadas com aquelas da curva padrdo e os resultados

foram expressos em mmol/litro de plasma, conforme descrito anteriormente 2’.

Anélise Estatistica

Para detectar uma diferenca de 25% nos valores de FRAP entre os grupos ao final
da intervenc¢do, considerando um a. = 0,05 e um poder de 80% foi estimada uma amostra de
15 pacientes por grupo (total de 30 pacientes). As varidveis continuas com distribuicao
paramétrica foram descritas como média *+ desvio-padrdo e analisadas pelo modelo de
equacdes de estimativas generalizadas (GEE — Generalized Estimating Equations)?®, ao
longo do tempo, para os dois grupos. Os dados categoricos foram apresentados como
frequéncias e as suas diferencas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado ou o teste
Exato de Fischer. Foi utilizado o teste sequencial com corre¢cdo de Bonferroni para
verificar a diferenca entre 0s grupos nas variaveis: calorias totais, carboidratos, proteinas
totais, lipidios totais e fibras. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo. A analise

estatistica foi realizada pelo programa SPSS, versao 18.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

RESULTADOS

Dos 71 pacientes elegiveis para o estudo, 22 foram excluidos por impossibilidade
de comparecer as consultas de acompanhamento. Quarenta e nove pacientes foram
randomizados, sendo que 10 pacientes desistiram de seguir o estudo e seis ndo chegaram
ao final. Trinta e trés pacientes terminaram o estudo e foram alocados para um dos dois
grupos; dieta normal e dieta antioxidante (AOX).

A tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas e antropométricas dos pacientes. Os
grupos apresentam caracteristicas similares, com predominio do sexo feminino. A maior
parte dos pacientes era tabagista, ou foi no passado. Os pacientes dos dois grupos eram
hipertensos e faziam uso de medicac¢do. No grupo dieta AOX, os pacientes referiam fazer
mais atividade fisica.

A tabela 3 apresenta a estimativa de ingestdo de calorias e macronutrientes basal
antes do inicio da dieta, obtida no recordatério de 24 horas. No grupo controle, os

pacientes apresentaram uma ingestao energética maior do que no grupo intervencdo (AOX)
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(p=0,088), assim como de carboidratos (p=0,047) e fibras (p=0,026). A orientacao
nutricional ao longo do estudo resultou numa reducao significativa na ingestdo de calorias
totais (p=0,002), proteinas totais e lipidios totais ao longo dos seis meses do
acompanhamento clinico. Por outro lado, a ingestdo de fibras apresentou uma variagdo
entre 0s grupos considerando o inicio e o término do seguimento, com aumento
significativo no grupo dieta AOX (p=0,045) (Fig.1).

No perfil lipidico, verificou-se uma redugdo significativa dos niveis de LDL-
colesterol com uma tendéncia a diminuicdo do colesterol total e aumento do HDL-
colesterol nos pacientes submetidos a dieta AOX. O IMC apresentou uma discreta redugédo
no grupo dieta AOX, assim como a obesidade central (Fig. 2). Nas figuras 3, 4 e 5
podemos observar o efeito da dieta antioxidante sobre a resposta inflamatoria e sobre o
estresse oxidativo. Ndo houve modificacdo significativa nos niveis de PCR, sulfidril e

FRAP ao longo do periodo de acompanhamento na comparacao entre 0s dois grupos.

DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o impacto de uma dieta rica em antioxidantes nos
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo em pacientes submetidos a angioplastia
coronaria com implante de stent. Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo que avalia
uma alimentacdo rica em antioxidantes nesse grupo de pacientes. Estudos prévios que
avaliaram o beneficio de dietas especificas, tais como a dieta DASH, demonstraram uma
reducdo significativa de eventos cardiovasculares em pacientes que consomem niveis
elevados de frutas, verduras e nozes, associados a reducdo da ingestao de sodio, laticinios e

proteinas de origem animal®

. Beneficios cardiovasculares semelhantes, com diminuicdo
do risco de infarto do miocardio foram também obtidos com a chamada dieta do
Mediterraneo 8. Entretanto, o papel da redugdo do estresse oxidativo através do consumo
de nutrientes especificos para obtencdo desse beneficio cardiovascular associado as dietas
DASH e do Mediterraneo, ndo foi avaliado nestes estudos. Os resultados obtidos no
presente estudo sugerem que o potencial beneficio cardiovascular encontrado nas dietas
DASH e do Mediterraneo podem néo estar relacionados a redugéo do estresse oxidativo.
Estudos clinicos que avaliaram os beneficios da suplementacdo de vitaminas
antioxidantes, C e E, mostraram efeito positivo nos desfechos secundarios. Num estudo
randomizado duplo-cego, com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo de

vitaminas C e E na fungdo endotelial e aterosclerose, em pacientes submetidos a
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transplante cardiaco, Fang e cols. ** randomizaram os pacientes ap6s o transplante para um
dos dois grupos: vitamina E (400 Ul) duas vezes ao dia e vitamina C (500 mg) duas vezes
ao dia; ou placebo, num periodo de seguimento de um ano. Ao final da pesquisa, 0s efeitos
foram positivos para retardar a aterosclerose ap06s o transplante cardiaco. Por outro lado,
estudos que avaliaram o impacto da suplementacdo de vitaminas antioxidantes falharam
em demonstrar os beneficios do uso de multivitaminicos na reducdo de desfechos
cardiovasculares adversos, tais como, infarto do miocardio e acidente vascular
encefalico™.

No presente estudo, verificamos que 0s pacientes ndo conseguiram alcancar as
recomendacdes de ingestdo de flavonoides, possivelmente, razdo pela qual ndo elevaram a
quantidade de antioxidantes plasmaéticos. Os pacientes que seguiram efetivamente a
recomendacdo apresentaram o perfil antioxidante muito elevado, ultrapassando a média do
grupo. E sabido que as recomendacdes dietéticas e a implementacéo de alteracdes no estilo
de vida sdo muitas vezes dificeis de serem incorporadas na pratica diaria. No entanto,
nosso estudo demonstrou que os individuos do grupo da dieta AOX apresentaram reducao
nos niveis de LDL-colesterol, assim como, reducdo na obesidade central, mesmo em
condicdes da vida real, demonstrando que a dieta apresenta potencial beneficio na reducéo
dos fatores de risco.

Um estudo realizado por Szeto e cols. *°, avaliou individuos ndo vegetarianos e
vegetarianos que faziam a dieta por um periodo de 5 a 55 anos. O grupo de vegetarianos
apresentou baixos valores de proteina C-reativa, indicando que uma dieta vegetariana, rica
em antioxidantes por longo tempo pode ser anti-inflamatéria. O processo inflamatoério tem
um importante papel na aterosclerose °. Valores elevados de proteina C-reativa constitui
um fator de risco independente para as doengas cardiovasculares e um indicador para a
inflamagdo cronica®’. O metabolismo da proteina C-reativa pode ser modulado, em
primeiro lugar, pelos antioxidantes da dieta, mais do que por um (nico composto
antioxidante, como no caso das vitaminas C e E. As propriedades anti-inflamatorias dessas
vitaminas e outros compostos bioativos com capacidade antioxidante podem ser atribuidos
a habilidade de modular a atividade do fator de transcricdo nuclear NF-kB*2. Num estudo
randomizado, realizado por Alizadeh e cols. *, com o objetivo de avaliar os beneficios de
uma dieta com antioxidantes e a suplementacéo de L-arginina e selénio, os pesquisadores
avaliaram mulheres em pré-menopausa e obesidade central. Apds seis semanas de

seguimento, apenas 0 grupo com dieta enriquecida com vegetais apresentou reducdo dos
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niveis de proteina C-reativa, porém, ao final do estudo, os valores de PCR voltaram aos
niveis basais.

Os pacientes do nosso estudo apresentaram uma discreta elevagdo nos valores dos
marcadores de estresse oxidativo, FRAP e sulfidril. O FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) € um método de analise de estresse oxidativo que mede compostos que liberam
efeitos antioxidantes através da reacdo de transferéncia de elétrons, portanto, mede
compostos que tem propriedades redutoras, como o acido ascérbico e outros compostos
fendlicos, embora ndo mecam moléculas de baixo peso molecular como compostos
sulfidril **. Um estudo realizado por Valtuefia e cols.® com individuos que receberam uma
dieta rica em antioxidantes por um periodo de duas semanas, ndo demonstrou elevacdo no
status antioxidante medido através do FRAP no grupo que recebeu a dieta. E possivel que
0s métodos utilizados para verificar essa elevacdo ndo demonstram a real
biodisponibilidade dos alimentos ricos em antioxidantes .

Os dados do nosso estudo demonstraram que o grupo submetido a dieta AOX
apresentou uma reducdo significativa dos niveis de LDL-colesterol, quando comparado
com o0s pacientes que fizeram a dieta controle. O colesterol é um componente estrutural
essencial nas estruturas celulares, como a membrana celular e na constituicdo de
horménios, sais biliares e vitamina D*". Os estoques de colesterol sio vitais e atingem seus
niveis através do metabolismo enddgeno e da ingestdo dietética. O LDL-colesterol é ligado
a uma lipoproteina (Apo B), que é responsavel por depositar colesterol nos tecidos e atua
como ligante para os receptores de LDL-colesterol em varias células do organismo®. A
terapia para reduzir LDL-colesterol inclui alternativas medicamentosas e dietéticas. Estas
estdo relacionadas com a reducdo da ingestdo de alimentos fontes de lipidios e 0 aumento
da ingestdo de frutas, verduras e fibras vegetais *.

Podemos citar como limitacGes do estudo, a baixa adesdo dos pacientes a dieta
AOX, o que pode ter influenciado nos resultados, na medida em que o incremento dos
antioxidantes na dieta nos niveis recomendados pudesse produzir melhores resultados nos
marcadores. Porém, pode-se considerar um aspecto positivo do estudo, o fato da
recomendac&o dietética ter sido feita nos moldes do atendimento clinico usual do paciente,
espelhando a situagdo da vida cotidiana. Outra limitacdo é o tempo de seguimento (seis
meses), pois sabemos que a mudanca nos habitos alimentares € uma atitude dificil que

requer tempo de adaptacdo a todas as mudancas. Dessa forma, um tempo de seguimento
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superior a seis meses talvez pudesse apresentar maior impacto nos marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo.

Nossos resultados sugerem que nas condi¢Oes do experimento, uma dieta rica em
alimentos antioxidantes & base de flavonoides ndo esta associada com reducdo do perfil
inflamatdrio avaliado através dos niveis de proteina C-reativa, tampouco em modificacao
do estresse oxidativo em pacientes submetidos a angioplastia coronariana com implante de
stent. Em contrapartida, a dieta AOX resultou em reducdo significativa dos niveis de LDL-
colesterol. Estudos com maior numero de pacientes e com tempo de seguimento mais
longo devem ser estimulados para verificar a real influéncia dos antioxidantes vegetais nos

marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo.
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Tabela 1. Lista de alimentos indicados na dieta AOX.

Legenda. Dieta AOX: dieta antioxidante.
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Grupos Alimentos

Frutas Uva preta, ameixa vermelha, laranja, lima, maca,
cereja, amora, morango

Vegetais Pimentdo vermelho, cebola, brocolis, couve,

Ervas e temperos

Bebidas e infusos

Gorduras

espinafre, radite, acelga, aipo, tomate cereja,
beterraba, alface

Pimenta vermelha, tomilho, cebolinha, erva-doce,
orégano

Cafe, chéa preto e cha verde, suco de uva

Azeite de oliva
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Tabela 2. Distribuicéo das variaveis clinicas entre os grupos de randomizacéo.

Legenda. Resultados em n (%) ou média + desvio-padrdo. Dieta AOX: dieta antioxidante.
IMC: indice de Massa Corporal. AAS: 4cido acetil salicilico. IECA: inibidores da enzima
conversora da angiotensina. AT2: antagonista do receptor da angiotensina Il. Colesterol
HDL.: high density lipoprotein. Colesterol LDL: low density lipoprotein. PCR-Proteina C-
reativa. FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma).
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Variavel Dieta controle Dieta AOX P

Sexo feminino 11 (64,7) 9 (56,3) 0,619
Idade, anos 58,5+9,2 58,979 0,893
Peso, kg 775+158 73,3+14,0 0,422
IMC, kg/m? 28,8+ 6,1 28,0+ 3,3 0,611
Circunferéncia abdominal, cm 103,5+£11,2 98,7 £10,4 0,215
Hipertensao 17 (100) 16 (100) 1,000
Tabagismo ativo 6 (35,3) 2 (12.5) 0,225
Tabagismo no passado 11 (64,7) 10 (62,5) 1,000
Consumo de alcool 4 (23,5) 2 (12,5) 0,656
Atividade fisica >1h/semana 3(17,6) 5(31,3) 0,523
AAS 17 (100) 16 (100) 1,000
Clopidogrel 13 (76,5) 11 (68,8) 0,619
Ticlopidina 3(17,6) 4 (25,0) 0,688
Estatina 17 (100) 16 (100) 1,000
Betabloqueador 11 (64,7) 11 (68,8) 1,000
Bloqueadores canais de Célcio 3(17,6) 5(31,3) 0,438
IECA ou Antagonistas AT2 9 (52,9) 9 (56,3) 1,000
Colesterol total, mg/dl 186,5 £ 65,4 175+ 33,0 0,525
Colesterol HDL, mg/dl 41,4 +11,2 46,6 £ 15,7 0,285
Colesterol LDL, mg/dl 119,5+55,4 105,0 £ 29,9 0,354
Triglicerideos, mg/dI 156,5 £ 53,5 118,1+ 449 0,033
PCR, mg/l 4,39 + 2,09 3,23+ 2,62 0,167
Sulfidril, nmol —-SH/mg 3,54 £ 0,96 3,47 +1,10 0,855
FRAP, mmol/l 943,7 + 238,6 912,1 + 243,8 0,736




Tabela 3. Ingestdo dietética no basal.

Legenda: Resultados em médiatdesvio-padrdo. Dieta AOX: dieta antioxidante.
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Nutrientes Dieta controle Dieta AOX P

Calorias 2444,05+£636,98 2097,95+465,94 0,088
Carboidratos 312,22+469,12 268,10+51,58 0,047
Proteinas 119,89+44 21 97,15+33,08 0,106
Lipidios totais 84,56+29,71 74,90+25,50 0,325
Acidos graxos saturados 9,64+2,82 10,06+3,10 0,687
Acidos graxos polinsaturados 7,60£1,29 7,64+2,63 0,964
Acidos graxos monoinsaturados 10,16x1,90 11,12+2,83 0,258
Colesterol 295,56+170,12 234,57+139,27 0,270
Flavonoides 27,66+5,35 30,32+9,99 0,344
Fibras 30,88+7,76 24,45+8,02 0,026
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Figura 1. Consumo médio diario de calorias, carboidratos, proteinas totais, lipidios totais e

fibras na dieta entre os grupos controle e dieta AOX.

Legenda: a linha solida representa os pacientes do grupo AOX e a linha pontilhada
representa os pacientes do grupo controle. Grupo AOX: dieta antioxidante. Teste

estatistico: (GEE — Generalized Estimating Equations).
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Figura 2. Efeito da dieta sobre variaveis antropométricas e metabolicas nos trés momentos

de afericdo em ambos 0s grupos.

Legenda: IMC: indice de massa corporal (peso/altura?); HDL: high density lipoprotein;
LDL: low density lipoprotein. A linha sélida representa os pacientes do grupo AOX e a
linha pontilhada representa os pacientes do grupo controle. Grupo AOX: dieta
antioxidante. Teste estatistico: (GEE — Generalized Estimating Equations). *: P tempo =

0,016; P interacao (grupo*tempo) = 0,046. Demais diferencas P > 0,05.
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Figura 3. Efeito da dieta sobre os niveis de Proteina C Reativa nos trés momentos de

afericdo em ambos o0s grupos.

Legenda: grupo controle e grupo dieta AOX. Teste estatistico: (GEE — Generalized

Estimating Equations).
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Figura 4. Efeito da dieta sobre os valores de grupos sulfidril nos trés momentos de

afericdo em ambos o0s grupos.

Legenda: grupo controle e grupo dieta AOX. Teste estatistico: (GEE — Generalized

Estimating Equations).
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Figura 5. Efeito da dieta sobre os niveis de FRAP nos trés momentos de afericdo em

ambos os grupos. FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma).

Legenda: grupo controle e grupo dieta AOX. Teste estatistico: (GEE — Generalized

Estimating Equations).
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The effects of a flavonoid-rich diet on oxidative stress, inflammation and
lipid profile after coronary angioplasty with stent placement: a

randomized clinical trial.

ABSTRACT

Introduction: Intake of antioxidant-rich foods may decrease oxidative stress and have a
direct impact on atherosclerosis by reducing oxidized LDL.

Objectives: To assess the impact of a flavonoid-rich diet on oxidative stress, inflammatory
response, and lipid profile in patients with cardiovascular disease after coronary
angioplasty and stent placement.

Methods: Thirty-three patients who had undergone coronary angioplasty with stent
placement were randomly allocated to follow a control diet (based on NCEP Ili
recommendations) or an antioxidant diet (AOX) food sources rich in flavonoids, for 6
months. Dietary intake was recorded at the start and at the end of the follow-up period, as
were oxidative stress (FRAP and protein sulphydril) levels and markers of inflammation
(C-reactive protein).

Results: Dietary guidance led to a reduction in energy, carbohydrate, and lipid intake in
the AOX group, as well as increased flavonoid intake. There were no changes in oxidative
stress markers (FRAP and total sulfhydryl) or C-reactive protein in the AOX group, but
there was a significant decrease in LDL cholesterol levels as compared with those of the
control group.

Conclusion: The findings of this study suggest that a flavonoid-based, antioxidant-rich
diet is not associated with reductions in oxidative stress or inflammatory markers after
coronary angioplasty with stent placement, despite improvements in lipid profile.

Keywords: flavonoids, oxidative stress, LDL cholesterol, cardiovascular disease, diet,
antioxidant food
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INTRODUCTION

Oxidative stress is a physiological process that takes place during cellular
metabolism and plays an important role in cell signaling, apoptosis, gene expression, and
ion transport’. However, excessive concentrations of reactive oxygen species (ROS) may
have a detrimental effect on a wide range of molecules, including proteins, lipids, RNA,
and DNA 2. Cells are usually capable of mounting a successful defense against ROS attack,
but in times of stress, the amount of reactive species may increase to the point of causing
cell damage °.

Oxidative stress may play a direct role in the pathogenesis of atherosclerosis, by
means of oxidized LDL * a constituent of atherosclerotic plague that is involved in the
progression of vessel lesions by increasing interactions between monocytes and endothelial
cell, consequently stimulating smooth muscle cell proliferation and growth factor synthesis
>, Coronary angioplasty constitutes a classical model of accelerated atherosclerosis °, the
clinical consequence of which may be restenosis. Coronary stenting has been proven to
reduce post-angioplasty restenosis by inhibiting negative vessel remodeling ’. However, it
also induces an inflammatory response, which has been associated with endothelial
dysfunction &,

Attempts at controlling oxidative stress by means of antioxidant vitamin
supplementation have yielded conflicting results. Observational studies on the use of
multivitamins and the incidence of cardiovascular disease have been limited and
inconsistent °*2. Some clinical trials using surrogate endpoints such as improvement in
endothelial function and reduction in atherosclerosis scores have shown favorable results
with use of antioxidant vitamins **. However, large randomized trials have failed to
demonstrate any benefit of antioxidant vitamin supplementation for the prevention of
cardiovascular disease ***".

So-called antioxidant diets based on flavonoid-rich foods (such as the
Mediterranean diet) and moderate red wine intake may be associated with potential
cardiovascular benefits '® However, no randomized clinical trials have been able to
demonstrate actual decreases in oxidative stress as a result of such interventions.
Therefore, the objective of the present study was to assess, in a randomized clinical trial
setting, the impact of a flavonoid-rich diet on oxidative stress and markers of inflammation

in patients with cardiovascular disease after coronary angioplasty and stenting.
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METHODS
Study design and population

This was a randomized clinical trial of patients who underwent coronary
angioplasty and stent placement at the Interventional Cardiology Unit of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, state of Rio Grande do Sul, Brazil. The study protocol was
approved by the local Research Ethics Committee (protocol 06-327).

The study population comprised male and female patients between the ages of 18
and 75 years with indications for elective coronary angioplasty and non—drug-eluting stent
placement. Patients with acute myocardial infarction or acute coronary syndrome, chronic
kidney failure, severe congestive heart failure (NYHA functional class I11/1V), neoplastic
disease, inflammatory connective tissue disease, or diabetes mellitus were excluded from

the sample, as were pregnant women.

Trial protocol

Coronary angioplasty and stenting were performed in accordance with routine
hospital protocols and as indicated by the attending physician. All patients received
ticlopidine or clopidogrel + aspirin before the procedure and heparin (100 1U/kg) during
the procedure. Patients who were on glycoprotein Ilb/Illa receptor antagonists as adjuvant
therapy were given 70% of the standard heparin dose for a target activated clotting time of
200-250 seconds. All patients were prescribed simvastatin 40 mg/day, ticlopidine 250 mg
g12h (or clopidogrel 75 mg/day) and aspirin 100 mg/day as maintenance therapy. After
intervention, patients were informed of the study and its intentions and invited to take part.
Those who agreed then signed an informed consent form and were given further
information on the follow-up portion of the study, which consisted of a series of outpatient
visits.

A 10-mL blood sample was collected from each patient and sent for lipid profile and
C-reactive protein measurement at the study facility laboratory. For analysis of oxidative
stress markers (sulfhydryl and FRAP), samples were collected into heparinized tubes,
immediately placed on ice, and centrifuged for 10 minutes at 3000 RPM and 4°C within 60
minutes of collection. The plasma thus obtained was stored at —80°C for later testing.
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Randomization

Fourteen days after percutaneous coronary intervention, each patient’s first
outpatient follow-up visit was scheduled. These visits consisted of anthropometric
assessment, patient allocation, and administration of a 24-hour dietary recall. After these
procedures, patients were randomly allocated to the intervention or control group
according to a computer-generated random number table.

Patients in the intervention group were instructed to follow a flavonoid-rich diet
meeting their nutritional needs (AOX diet, further details below), whereas those in the
control group received dietary guidance meant to help them maintain their current
nutritional status. All patients were given utensils for accurate measurement of food and
beverage portions, including a serving spoon, a 250-mL plastic measuring cup, and a
medium-sized plate.

Further assessments were carried out at 3- and 6-month follow-up (lipid profile, 24-
hour dietary recall, 3-day food diary, and measurement of anthropometric parameters). At
each of these visits, a 10-mL blood sample was collected for measurement of oxidative

stress and inflammation markers and lipid profile assessment.

Anthropometric assessment

Anthropometric parameters (weight, height, and waist circumference) were measured
at each study visit. Weight and height were measured with the aid of anthropometric scales
and the Body Mass Index (BMI) calculated using the classic Quetelet index formula
(current body mass divided by the square of the height) *°. Waist circumference was

measured at the midpoint between the iliac crest and lowest rib %°.

Dietary monitoring

Patients allocated to the intervention group were prescribed an energy-adequate diet
based on NCEP ATP 11l recommendations 2 and rich in antioxidant-containing foods,
such as cruciferous vegetables, onions, cherry tomatoes, and grapes, for a recommended
daily intake of 40 mg/day antioxidant compounds (AOX diet), for six months. Patients
allocated to the control group received conventional dietary guidance, also for an energy-
adequate diet based on NCEP ATP Il recommendations, through an informative leaflet

and 6 months of follow-up.
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Diets were tailored individually to the nutritional needs, socioeconomic status, and
dietary habits of each patient. However, all consisted of 60% carbohydrates (no more than
10% simple carbohydrates), 15% protein, and up to 25% fat (excess saturated fat was to be
avoided). The maximum daily cholesterol intake was set at 200 mg, the recommended
dietary fiber intake at 20-30 g/day and patients were encouraged to drink water between
meals. Patients were instructed to take five or six meals a day (three main meals and two or
three light snacks between them), preferably at home. A list of flavonoid-rich foods, which
were to be consumed four times a day, distributed across meals or snacks, was provided
(Table 1). Patients were also given guidance on food preparation: vegetables were to be
consumed raw whenever possible or cooked if necessary, whereas fruit was only to be
consumed raw.

Information on food intake was collected by means of a 24-hour dietary recall.
Furthermore, patients were instructed to keep a 3-day food diary over the course of two
weekdays and one Saturday or Sunday. The utensils provided at the start of the study were
used for measurement of food portions. Any household measurements were converted to
grams or milligrams. Food intake was calculated with the Programa de Apoio a Nutri¢édo
da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP) 1.6 software package. Calculation of
flavonoid intake was based on the USDA Database for the Flavonoid Content of Selected
Foods %,

Lipid profile

Lipid profile was assessed by means of total cholesterol, HDL cholesterol, LDL
cholesterol and triglyceride measurements. Blood samples were collected after a 12-hour
fast. Total cholesterol and triglycerides were measured with enzymatic colorimetric assays
(ADVIA 1800, Merck), and HDL cholesterol, with the homogeneous enzymatic
colorimetric method (ADVIA 1800, Merck). LDL cholesterol was calculated with the
23

Friedewald equation
turbidimetric method (ADVIA 1800, Merck).

, and C-reactive protein was determined using an ultrasensitive

Oxidative stress
After collection, blood samples were centrifuged for 10 minutes at 3000 RPM and
4°C and the plasma thus obtained was stored at —80°C for later testing, which was

performed in duplicate. Two assays were used for assessment of the impact of dietary
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antioxidants on oxidative stress: the sulfhydryl assay, which measures reduced thiol groups
and, consequently, the antioxidant activity of proteins and peptides, and the FRAP (ferric
reducing ability of plasma) assay, which measures the non-enzymatic antioxidant activity
of plasma. All tests were performed at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Experimental Research Center Laboratory.

Total protein sulphydryl

Briefly, 45mL of plasma was mixed with 120mL PBS and 35mL of 30mM
Tris/3mM EDTA (pH 8) in a microplate well. After reading baseline absorbances (412nm),
samples were reacted with 10mL 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (10mM in ethanol)
for 1 hour. Samples were read again (412nm) and baseline absorbances were discounted.
The obtained values were compared with those obtained with a sulphydryl standard curve
and results were expressed as nmol-SH/mg protein, as described elsewhere .

FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

The FRAP assay is able to detect non-enzymatic antioxidants present in plasma. It
is based on plasma-mediated ferric reduction. Briefly, 7mL of plasma was mixed with
18mL distilled water and reacted with 175mL of FRAP reagent for 10 min. FRAP reagent
is prepared as required by mixing 10mL acetate buffer (300mM, pH 3.6), 1mL 2,4,6-tris(2-
pyridyl)-S-triazine (10mM in 40mM HCI), and 1mL 20mM FeCI3. A standard curve was
built out of Fe(Il) and run in parallel and absorbances were read at 593nm. Results are
expressed as mmol/L of plasma, as described elsewhere .

Statistical analysis

To detect a 25% difference in FRAP values between groups at the end of the
intervention, considering an a = 0.05 and a power of 80% was estimated a sample of 15
patients per group (total 30 patients). Continuous variables with parametric distribution
were described as mean + standard deviation and analyzed by the model of generalized
estimating equations (GEE) 28, over time, for both groups. Categorical data were
presented as frequencies and their differences were analyzed by chi-square or Fisher exact

test. It was used sequential Bonferroni correction to detect differences between groups in
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variables: total calories, carbohydrates, protein, total fat and fiber. A p value of <0.05 was
considered significant. Statistical analysis was performed using SPSS, version 18.0 (SPSS

Inc., Chicago, Illinois).

RESULTS

Of the 71 eligible patients, 22 were excluded due to inability to attend follow-up
visits. Forty-nine patients were randomized; of these, 10 dropped out over the course of the
study and six were unable to complete it. Therefore, 33 patients completed the trial after

allocation to one of the two study groups, normal (control) diet or antioxidant (AOX) diet.

Table 2 describes the clinical and anthropometric profile of the study sample. Groups
were broadly homogeneous, with a female predominance and a majority of smokers (past
or current) in the control group. In both groups, most patients were hypertensive and on
antihypertensive agents; in the AOX group, patients reported greater engagement in

physical activity. There were slight reductions in BMI and central obesity in the AOX diet
group.

Table 3 shows estimated calorie and macronutrient intakes as calculated from 24-
hour dietary recalls. Patients in the control group had a higher total energy intake than
those in the intervention (AOX) group (p=0.088), as well as a higher total carbohydrate
intake (p=0.047). Analysis of dietary intake showed a significant reduction in total calorie
intake (p=0.002), total protein, and total fat intake in the AOX diet group over the 6-month
follow-up period. Conversely, at the end of follow-up, fiber intake had increased
significantly from baseline in the AOX group (p=0.045) (Figure 1).

Regarding lipid profile, significant reductions in LDL cholesterol were observed in
the AOX group, as well as a trend toward lower total cholesterol and higher HDL
cholesterol levels (Figure 2). Figures 3, 4, and 5 demonstrate the impact of the AOX diet
on inflammatory response and oxidative stress markers. On between-group comparison,
there were no significant changes in CRP, sulphydryl, or FRAP levels at any point during

the follow-up period.
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DISCUSSION

This clinical trial assessed the impact of an antioxidant-rich diet on markers of
inflammation and oxidative stress after coronary angioplasty with stent placement. To the
best of our knowledge, this was the first study on the effects of antioxidant-rich diet in this
patient population. Previous studies of the potential benefits of specific diets, such as the
DASH diet, have demonstrated significant reductions in cardiovascular events among
patients who eat plenty of fruit, vegetables, and nuts while concomitantly limiting their
intake of sodium, dairy, and protein from animal sources ?°. Similar cardiovascular
benefits, with decreased risk of myocardial infarction, have been reported with the so-
called Mediterranean diet *®. However, these studies did not assess the role of improvement
in oxidative stress as a result of specific nutrient intake in reduction of cardiovascular risk.
Our findings suggest that the potential cardiovascular benefits of the DASH and
Mediterranean diets may not be the result of a reduction in oxidative stress.

Clinical trials on the benefit of antioxidant vitamin (C and E) supplementation have
shown positive effects on secondary endpoints. In a randomized double-blind clinical trial
designed to assess the effects of vitamin C and vitamin E supplementation on endothelial

3 patients were randomly

function and atherosclerosis in heart transplant recipients
allocated to receive vitamin E (400 Ul) and vitamin C (500 mg) twice daily or placebo for
1 year. At the end of the trial period, patients in the intervention group exhibited slower
progression of atherosclerosis. Conversely, studies have failed to show any benefit from
multivitamin use in the reduction of adverse cardiovascular events, such as myocardial

infarction and stroke .

In the present study, patients were unable to reach recommended flavonoid intake
levels, which may account for the lack of elevation in plasma antioxidant levels. Patients
who successfully adhered to our recommendations exhibited very high antioxidant profiles,
far above the AOX group average. It is widely known that implementation of dietary
recommendations and lifestyle changes in daily practice is extremely challenging.
However, our study did show that patients in the AOX diet group experienced reductions
in LDL cholesterol levels and central obesity, even under the aforementioned real-life

conditions, which demonstrates the potential benefit of this diet in mitigating risk factors.
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A study conducted by Szeto et al. %’

assessed vegetarian and non-vegetarian
subjects who had followed their diets for a period of 5 to 55 years. Subjects in the
vegetarian group had low C-reactive protein levels; this suggests that long-term adherence
to an antioxidant-rich vegetarian diet may have an anti-inflammatory effect. The process of
inflammation plays a major role in atherosclerosis °. High C-reactive protein levels are an
independent risk factor for cardiovascular disease and a marker of chronic inflammation 2.
C-reactive protein metabolism can be modulated by antioxidants, with overall dietary
antioxidants playing a greater role than any one antioxidant compound (such as vitamins C
or E). The anti-inflammatory properties of these vitamins and of other bioactive
compounds with antioxidant activity are attributable to their effect as modulators of NF-xB
(nuclear transcription factor kappa B) activity. Alizadeh et al. conducted a randomized trial
designed to assess the benefits of an antioxidant-rich diet and L-arginine and selenium
supplementation in premenopausal women with central obesity 2°. At 6-week follow-up,

only patients on a vegetable-enriched diet exhibited reductions in C-reactive protein levels.

The patients in our sample experienced slight increases in their levels of the
oxidative stress markers FRAP and sulfhydryl. FRAP (ferric reducing ability of plasma) is
an assay that measures the concentrations of compounds that exert antioxidant effects by
means of electron transfer reactions—in other words, compounds with reducing properties,
such as ascorbic acid and phenolic compounds; it does not detect low-molecular-weight
compounds, such as thiols *. A study by Valtuefia et al. ** of subjects who were fed an
antioxidant-rich diet for 2 weeks did not detect any increases in antioxidant status, as
measured by FRAP, in the intervention group. It is possible that assays used to determine

this increase fail to demonstrate the actual bioavailability of antioxidant-rich foods .

Our findings showed a significant reduction in LDL cholesterol levels among
patients in the AOX diet group as compared with controls. Cholesterol is an essential
structural component of the cell membrane and a fundamental constituent of several
hormones, bile salts, and vitamin D. Cholesterol stores are of vital importance, and are
replenished both by endogenous metabolism and by dietary cholesterol intake. LDL
cholesterol is bound to a lipoprotein (Apo B) that is responsible for tissue cholesterol
deposition and acts as the ligand of LDL cholesterol receptors in a wide range of cells.
LDL-reducing therapy may consist of both pharmacological and dietary measures. The
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latter include reduction of lipid-rich food intake and increased intake of fruit, vegetables,

and dietary fiber ®.

The limitations of this study include poor adherence to the AOX diet, which may
have skewed results, as an increase in dietary antioxidant intake to actual recommended
levels might have had a greater positive impact on the biomarkers of interest. Conversely, a
positive aspect of the trial protocol is that dietary guidance was provided within the
framework of regular clinical follow-up, mirroring a real-life situation rather than a
research setting. Another limitation was the relatively short length of follow-up (6 months),
as it is widely known that changing dietary habits is a challenging practice to which
patients may be slow to adapt. Therefore, a longer follow-up period (>6 months) might

show a greater impact on markers of inflammation and oxidative stress.

Our results suggest that adherence to a diet rich in flavonoid-based, antioxidant
foods is not associated with a reduction in inflammation (as assessed by C-reactive protein
concentrations), nor does it modify oxidative stress levels in patients who have undergone
percutaneous coronary intervention with stent placement. Further studies with larger
sample size and longer follow-up periods are encouraged to assess the real impact of

vegetable antioxidant intake on markers of inflammation and oxidative stress.
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Table 1. Recommended foods in the AOX diet.

Legend: AOX diet. Antioxidant diet.
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Food group Foods

Fruit Black grapes, red plums, oranges, lemons, apples,
cherries, berries, strawberries

Vegetables Red bell peppers, onions, broccoli, kale, collard

Herbs and spices
Beverages

Fats

greens, spinach, radicchio, chard, celery, cherry
tomatoes, beets, lettuce

Chili pepper, thyme, chive, fennel, oregano
Coffee, black tea, green tea, grape juice

Olive oil
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Table 2. Distribution of clinical variables in the control and intervention (AOX) groups.

Legend: Results in n (%) or mean = standard deviation. AOX diet: antioxidant diet. BMI:
Body Mass Index. AAS: acetylsalicylic acid. ACE: angiotensin-converting enzyme
inhibitors. AT2: receptor antagonist of angiotensin Il. HDL.: high density lipoprotein. LDL.:
low density lipoprotein. CRP C-reactive protein. FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma).
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Variable Control diet AOX diet P

Female sex 11 (64.7) 9 (56.3) 0.619
Age (years) 58.5+9.2 589+7.9 0.893
Weight (kg) 775+ 1538 73.3+14.0 0.422
BMI (kg/m?) 28.8+6.1 28.0+3.3 0.611
Waist circumference (cm) 103.5+£11.2 98.7 £10.4 0.215
Hypertension 17 (100) 16 (100) 1.000
Smoking, current 6 (35.3) 2 (12.5) 0.225
Smoking, past 11 (64.7) 10 (62.5) 1.000
Alcohol intake 4 (23.5) 2 (12.5) 0.656
Physical activity >1h/w 3(17.6) 5(31.3) 0.523
Aspirin use 17 (100) 16 (100) 1.000
Clopidogrel use 13 (76.5) 11 (68.8) 0.619
Ticlopidine use 3(17.6) 4 (25.0) 0.688
Statin use 17 (100) 16 (100) 1.000
Beta-blocker use 11 (64.7) 11 (68.8) 1.000
Calcium channel blocker use 3(17.6) 5(31.3) 0.438
ACE inhibitor or ARB use 9 (52.9) 9 (56.3) 1.000
Cholesterol, total, mg/dL 186.5 £ 65.4 175+ 33.0 0.525
Cholesterol, HDL, mg/dL 41.4+11.2 46.6 + 15.7 0.285
Cholesterol, LDL, mg/dL 119.5+554 105.0 £ 29.9 0.354
Triglycerides, mg/dL 156.5£53.5 118.1+44.9 0.033
CRP, mg/L 4.39 +2.09 3.23+2.62 0.167
Sulfhydryl, nmol-SH/mg 3.54+£0.96 3.47+£1.10 0.855
FRAP, mmol/L 943.7 + 238.6 912.1 + 243.8 0.736




Table 3. Baseline dietary intake.

Legend: Results as mean + standard deviation. AOX diet. Antioxidant diet.
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Nutrient Control diet AOX diet P
Calories 2444.05+636.98 2097.95+465.94 0.088
Carbohydrates 312.22+69.12 268.10+51.58 0.047
Protein 119.89+44.21 97.15+33.08 0.166
Total fat 84.56+29.71 74.90+25.50 0.325
Saturated fat 9.64+2.82 10.06+3.10 0.607
Polyunsaturated fat 7.60£1.29 7.64+2.63 0.964
Monounsaturated fat 10.16%1.90 11.12+2.83 0.258
Cholesterol 295.56+170.12 234.574139.27 0.270
Flavonoids 27.66+5.35 30.32+9.99 0.354
Dietary fiber 30.88+7.76 24.45+8.02 0.026
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Figure 1. Average daily intake of calories, carbohydrates, protein, total fat and dietary
fiber between the control diet and AOX.

Legend: solid line represents patients in group AOX and the dotted line represents the
control group patients. Group AOX: antioxidant diet. Statistical test: (GEE - Generalized

Estimating Equations).
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Figure 2. Effect of diet on anthropometric and metabolic variables at the three

measurement in both groups.

Legend: BMI: Body mass index (weight/height2), HDL.: high density lipoprotein, LDL.:
low density lipoprotein. The solid line represents patients in group AOX and the dotted
line represents the control group patients. Group AOX: antioxidant diet. Statistical test:
(GEE - Generalized Estimating Equations). *: Time P = 0.016, P interaction (group * time)
= 0.046. Other differences P> 0.05.
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Figure 3. Effect of diet on levels of C-reactive protein at the three measurement in both

groups.

Legend: control diet group and AOX. Statistical test: (GEE - Generalized Estimating
Equations).
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Figure 4. Effect of diet on levels of Sulphydryl at the three measurement in both groups.

Legend: control diet group and AOX. Statistical test: (GEE - Generalized Estimating

Equations).
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Figure 5. Effect of diet on levels of FRAP at the three measurement in both groups.

Legend: control diet group and AOX. Statistical test: (GEE - Generalized Estimating

Equations).
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Protocolo: Impacto da dieta rica em substancias antioxidantes na restenose apos
implante de stent.

Investigador Principal: Dr. Marco V. Wainstein

Co-investigadores: Magda Ambros Cammerer

OBJETIVOS

Solicitamos sua permisséo para participar de um protocolo de pesquisa. O objetivo
desse estudo ¢ avaliar o efeito da alimentacao rica em substancias antioxidantes (presentes
naturalmente em alguns alimentos) na chance do estreitamento retornar dentro do stent
(molinha de metal).

CONTATOS

Se vocé tiver qualquer davida relacionada a este estudo, podera entrar em contato
com o Dr. Marco V. Wainstein pelo telefone 9916-0826 ou 3316-8342, ou a nutricionista
Magda Ambros Cammerer pelo telefone 9806-37-49.

PROCEDIMENTOS

Sua angioplastia sera realizada de maneira convencional. VVocé sera avisado quando
a pesquisa estiver a ponto de ser iniciada e podera desistir de participar do estudo neste
momento ou em qualquer outro momento sem que isso afete seus cuidados médicos
regulares. Se vocé prosseguir no estudo, o equivalente a duas colheres de cha de sangue
(10 ml) serdo coletados para analise. Ndo haverd nenhum custo extra para vocé por
participar nesta pesquisa. Caso tenha concordado em participar do estudo, vocé devera
retornar em 14 dias para o Ambulatério de Nutricdo em Cardiopatia Isquémica para
receber um dieta para ser seguida durante 6 meses. O acompanhamento no
ambulatério sera através de consultas mensais com a nutricionista responsavel pela
dieta.

RISCOS

O Unico risco da participacdo nesta pesquisa € a coleta de sangue mas como o
préprio cateterismo e angioplastia exigem a puncéo arterial e venosa nao serdo necessarias
puncdes adicionais e a quantidade de sangue coletada é minima.

BENEFICIOS
O conhecimento de novas alternativas para melhorar o perfil lipidico e de
marcadores inflamatdrios pode ser fundamental para o sucesso do seu tratamento.

ALTERNATIVAS

Vocé ndo ¢ obrigado a participar deste estudo. Se decidir ndo participar, sua deciséo
ndo vai afetar seu tratamento futuro. Se decidir participar, vocé podera desistir a qualquer
momento.
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CONFIDENCIAL

As informacdes médicas geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuario
hospitalar, exceto em casos especificados no termo de consentimento. As informacées que
ndo entrardo para 0 seu prontuario serdo mantidas no arquivo dos pesquisadores e
identificadas apenas por um numero. As informagdes contidas no seu prontuario médico
ndo podem ser fornecidas a nenhuma pessoa nao afiliada ao Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Os resultados deste estudo poderdo ser publicados em uma revista médica ou livro
texto médico com finalidade de ensinamento. Entretanto, seu nome ndo sera usado em
nenhuma publicagdo sem a sua permissdo prévia. Além disso, se forem realizadas
fotografias ou fitas de &udio ou video durante o estudo que possam identifica-lo, vocé
devera dar permisséo adicional para o seu uso apos ver o material.

PEDIDO DE INFORMACOES ADICIONAIS

Vocé podera solicitar mais informacgdes a respeito do estudo a qualquer momento.
Os numeros dos telefones dos investigadores estdo na primeira pagina deste
consentimento. Nestes telefones os investigadores estardo disponiveis para responder suas
perguntas. Vocé sera informado sobre novas descobertas que possam influenciar na
continuidade de sua participacdo na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DA PARTICIPACAO NO ESTUDO

A participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Vocé néo precisa participar no
estudo. Seus cuidados médicos atuais e futuros ndo serdo afetados caso vocé ndo participe
da pesquisa. Se vocé decidir participar, podera mudar de ideia e retirar-se do estudo a
qualquer momento sem afetar seus cuidados médicos neste Hospital. Além disso, 0 médico
responsavel pela pesquisa podera decidir pelo término da sua participacdo na pesquisa a
qualquer momento.
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ASSINATURA

Eu confirmo que a proposta desta pesquisa, 0s procedimentos do estudo e os
possiveis riscos e desconfortos bem como potenciais beneficios foram explicados para
mim. Todas minhas davidas foram respondidas. Eu li este termo de consentimento. A
minha assinatura abaixo indica minha concordéncia em participar do estudo.

Paciente Data
Testemunha Data
Assinatura Adicional (se necessario) Data

Eu expliquei o objetivo deste estudo, os procedimentos do estudo, identificando aqueles
considerados como investigacionais, 0s possiveis riscos e desconfortos bem como 0s
potenciais beneficios e respondi todas davidas relacionadas ao estudo da melhor forma
possivel

Representante do Estudo Data



Protocolo de Pesquisa

Data do procedimento:
Prontuario:

1. Identificac&o
Nome:

Idade: Data de nasc.:

Sexo: (1) masc. (2) fem.
Profisséo:
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Estado civil:____

Endereco:

Cidade :
CEP:
Telefone:

2. Avaliagado Nutricional

Peso atual: Circunferéncia abdominal:

Altura:
IMC:

3. Fatores de Risco Referidos pelo Paciente
HAS ( )lsim ( )2né&o
Tempo de doenca: Tratada: ( )1sim ( )2néo
Dislipidemias ( )1sim ( )2néo
() Hipercolesterolemia ( ) Hipertrigliceridemia () Desconhecido
Tempo de doenca: Tratada ( )1sim ( )2nao
Historia familiarde CI: ( ) 1sim ( ) 2 ndo

( )pais ( )irmaos ( )avos Idade:

Atividade fisica regular (horas/semana): ( )1sim ( )2nao
( )1-3h/s ( )4-6h/s ( )>6h/s

Histoéria de tabagismo: ()1lsim ( )2néo
Tempo de uso: Cig/dia:
Bebida alcodlica: ( )1lsim ( )2nédo
quantidade/frequéncialtipo:

Tempo de abandono:

4. Medicac¢do em Uso:

5. Patologias associadas:

6. Exames Bioquimicos:
(data: ) (data: )

Colesterol Total:
HDL-colesterol:

LDL-colesterol:

Triglicerideos:

PCR:

Colesterol Total:
HDL-colesterol:

LDL-colesterol:
Trigliceridios:

PCR:

(data: )

Colesterol Total :
HDL-colesterol :
LDL-colesterol:
Trigliceridios:
PCR:



7. Anamnese alimentar:
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REFEICAO

ALIMENTOS

QUANTIDADE

DESJEJUM
Horéario:

COLACAO
Horario:

ALMOCO
Horario:

LANCHE
Horario:

JANTAR
Horario:

CEIA
Horario:

LANCHES NOS
INTERVALOS
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