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RESUMO

BORSATTO, Juliana Esteves. Capacidade antioxidante e a pratica de atividade

fisica em individuos com lesdo medular cervical2011. 75 f. Dissertagao (Mestrado
em Alimentacgdo, Nutricdo e Saude) - Instituto de Nutrigdo, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A lesdo medular esta associada a uma série de alteragcdes bioquimicas e de
composig¢ao corporal. O aumento da gordura corporal e seu acumulo na regiao
abdominal aliados a processos infecciosos decorrentes da lesdo medular podem
acarretar o incremento da concentragdo plasmatica da proteina c-reativa (PCR).
Tanto a gordura corporal quanto a elevada concentragdo da PCR estimulam a
producéo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo o desequilibrio oxidativo e o
desencadeamento de doencgas. E possivel que a pratica de atividade fisica regular
possa atuar de modo benéfico através da melhor distribuicdo da gordura corporal e
adaptacdo dos sistemas antioxidantes nesses individuos. Considerando a
importancia deste tema e a escassos estudos sobre o assunto, o objetivo deste
estudo foi comparar, em individuos com lesdao medular cervical a composicao
corporal e indicadores bioquimicos de estado antioxidante em individuos fisicamente
ativos e nado ativos. Participaram do estudo 24 tetraplégicos do género masculino
(32+10 anos de idade e 108 anos de tempo de leséo), divididos em dois grupos,
fisicamente ativos (n=15, com pratica de atividade fisica ha pelo menos 3 meses, 3
vezes/semana ou mais, totalizando tempo minimo de 150 minutos/semana) e néo
ativos (n=9). A composicédo corporal foi determinada por absorciometria de dupla
emissao de raio-X. Amostras de sangue foram coletadas apos jejum de 12 horas
para determinacao dos indicadores bioquimicos: de capacidade antioxidante, acido
urico, bilirrubina, albumina, alfa-tocoferol, malondialdeido e PCR no plasma e
atividade da superéxido dismutase em eritrocitos. O grupo néo ativo apresentou
maior IMC (p=0,003), gordura total (%) e de tronco (%) (p=<0,001) do que o grupo
fisicamente ativo. Foi encontrada relagao entre a PCR e a porcentagem de gordura
total (r=0,72, p=<0,001), de tronco (r=0,70, p=<0,001), massa gorda total (r=0,73,
p=<0,001) e de tronco (r=0,67, p=0,001). Nao houve diferenca significativa entre os
indicadores bioquimicos de estado antioxidante, exceto a concentragcao da PCR que
foi maior no grupo nao ativo (p=0,034). Considerando todos individuos, 50%
apresentavam deficiéncia de alfa-tocoferol (concentragao plasmatica <11,6 pmol/L).
Foi observada relagdo negativa entre a concentracao plasmatica de alfa-tocoferol e a
PCR (r=-0,18, p=0,038).No grupo ativo houve correlagdo positiva entre a razao
tempo de atividade fisica:tempo de lesdo e concentracdo plasmatica de
malondialdeido (r=0,38, p=0,014). Nossos resultados, analisados em conjunto,
sugerem que pratica continua de atividade fisica apds a lesdo atua auxiliando a uma
melhor composi¢do corporal e, possivelmente, a uma menor concentragao
plasmatica de PCR. O estado nutricional inadequado em alfa-tocoferol pode
comprometer capacidade antioxidante, sendo necessarias medidas de apoio
nutricional para adequar a ingestao de alfa-tocoferol para este grupo.

Palavras-chave: Lesiao Medular. Atividade Fisica. Gordura. Alfa-Tocoferol.



ABSTRACT

Spinal cord injury is associated with body composition and biochemical
changes. In addition an increase of body fat and the accumulation in the trunk
together the infectious process due to spinal injury can cause the increase in plasma
concentration of C-reactive protein (CRP). Fat mass and the high concentration of
CRP can stimulate the production of reactive oxygen species, favoring the oxidative
imbalance and the onset of disease. It is possible that the practice of regular physical
activity can act beneficially by contributing to a better body fat distribution and
adaptation of antioxidant systems in these subjects. Considering the importance of
this theme and few studies about this topic, the aim of this study was to compare
body composition and biochemical markers of antioxidant status, in subjects with
cervical spinal cord injury, physically active and not active. The study included 24
tetraplegic male (32 £ 10 y and 10 £ 8 y of injury time), divided in two groups,
physically active (n = 15, with practice of physical activity for at least 3 months, 3
times / week or more, totaling a minimum period of 150 minutes / week) and
non-active (n = 9). Body composition was determined by dual energy X-ray
absorptiometry. Blood samples were collected after overnight fasting (12 hours) for
determination of biochemical parameters: antioxidant capacity, uric acid, bilirubin,
albumin, alpha-tocopherol, malondialdehyde and CRP in plasma, and activity of
superoxide dismutase in erythrocytes. The active group showed no higher BMI (p =
0.003), total fat (%) and trunk (%) (p = <0.001) than the physically active group.
Relationship was found between CRP and percentagem of total fat (r=0,72,
p=<0,001), trunk (r=0,70, p=<0,001), total fat mass (r=0,73, p=<0,001) and trunk
(r=0,67, p=0,001).There was no significant difference between the biochemical
indicators of antioxidant status, except by the concentration of CRP that was higher
in the non-active group (p = 0.034). Considering the all subjects, 50% had deficiency
of alpha-tocopherol (plasma concentration <11.6 mmol / L). Negative relationship
was found between plasma alpha-tocopherol and CRP (r=-0.18, p=0.038). In the
active group was a positive relationship between the ratio time physical activity: time
of injury and plasma malondialdehyde (r=0.38; p= 0.014). Our results, taken together,
suggest that continued practice of physical activity after injury acts helping to better
body composition and, possibly, a lower plasma concentration of CRP. The
inadequate nutritional status in alpha-tocopherol can affect the antioxidant capacity,
so actions are necessary to adjust the nutritional status of alpha-tocopherol for this

group.

Keywords: Spinal Cord Injury. Physical Activity. Fat. Alpha-Tocopherol
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INTRODUCAO

No mundo estima-se que existam cerca de 2,5 milhées de individuos
com lesdo medular (LM) e que ocorram aproximadamente 130.000 novos
casos por ano (ICCSCIP, 2010). No Brasil, os unicos dados disponiveis sdo da
rede de hospitais de reabilitacdo Sarah, que relata que nos ultimos 10 anos
atendeu 9.019 pacientes com sequela de lesdo medular traumatica. A lesao
medular pode ser classificada em paraplegia e tetraplegia. A paraplegia é
caracterizada pela paralisia total ou parcial dos membros inferiores, a lesao
neste caso ocorre abaixo das vértebras cervicais. A tetraplegia € a paralisia
total ou parcial dos quatro membros, sendo que a lesdo, neste caso, ocorre nas
vértebras cervicais (ALBERTONI, LAREDO FILHO, 2008).

Alteracdes nas respostas cardiovasculares, metabdlicas e hormonais
foram observadas em individuos com LM associadas com prejuizos no
estimulo reflexo do sistema nervoso simpatico (DERBAGE et al., 1974; INOUE
et al, 1995). Dentre esses prejuizos estd a reducdo da liberacdao de
catecolaminas pela glandula adrenal (SCHMID et al., 1998b). As catecolaminas
favorecem a lipdlise, ap6s se ligarem a adrenoreceptores presentes na
membrana das células adiposas (ARNER et al., 1990). Em tetraplégicos, ocorre
uma reducdo da lipdlise devido a reducao da atividade do sistema simpatico, o
que acarreta 0 aumento no acumulo de tecido adiposo (SCHMID et al., 1998b).

O acumulo excessivo de tecido adiposo caracteriza um estado de
inflamacéao sistémica de baixo grau, o que leva ao aumento da concentracao de
citocinas plasmaticas como a interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (BEKRI et al, 2006) favorencendo o desenvolvimento de inUmeras
complicagdes, entre elas as doencas cardiovasculares (DCV) (JONGH et al.,
2004), Durante o processo de liberacdo de citocinas ocorre a producao de
espécies reativas de oxigénio pelo proprio adipdcito e por outras células
envolvidas no processo inflamatério (FURUKAWA et al.,, 2004). O processo
inflamatério €, portanto, considerado um importante fator desencadeador do
desequilibrio oxidativo (DELBIN et al., 2009), sendo este caracterizado pela
deplecéo das defesas antioxidantes concomitante com o aumento da producéo
de radicais livres (HALLIWELL & CHIRICO, 1993). Tal quadro apresenta efeitos



14

prejudiciais, como a lipoperoxidagdo, danos a proteinas e ao DNA
(GUTTERIDGE, 1999), estes podem ser prevenidos ou reduzidos pelos
antioxidantes (GUTTERIDGE, 1995). O conjunto da atividade desses
antioxidantes denomina-se capacidade antioxidante, a qual pode ser
influenciada por alguns fatores como a dieta (BENZIE, 2003) e a atividade
fisica (ATALAY et al., 1996; AGUILO et al., 2005).

A lesdo medular reduz o gasto energético pela imobilizagdo do corpo e
com isso aumenta o acumulo de tecido adiposo na regidao abdominal
(EDWARDS et al, 2008). O tecido adiposo de tronco, principalmente, promove
aumento na liberagdo de substancias inflamatérias causando desequilibrio
oxidativo (FURUKAWA et al., 2004; PEREIRA et al, 2006; AMIRKHIZI et al,
2010). O exercicio fisico é capaz de aumentar o gasto energético e com isso
mobilizar gordura corporal, reduzindo a liberagdo de substancias pro-oxidantes
e causando adaptacdes positivas aos sistemas antioxidantes (ATALAY et al.,
1996; JI, 2002; AGUILO et al., 2005).

A partir do exposto, justifica-se avaliar o efeito da atividade fisica sobre a
composicao corporal e sobre a capacidade antioxidante em individuos com
lesdo medular. A hipétese deste estudo é que a pratica de atividade fisica por
tetraplégicos causa adaptacao nos sistemas antioxidante extra e intracelular a
partir da reducéo da gordura de tronco.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Lesao medular

A coluna vertebral é o pilar 6sseo do corpo humano. Em sua cavidade
situa-se a medula espinhal, as raizes dos nervos espinhais e as meninges de
revestimento, as quais a coluna vertebral protege. A coluna vertebral é
composta por 33 vértebras, sendo 7 cervicais, 12 toracicas, 5 lombares, 5
sacrais e 4 coccigeas (SNELL, 1999) (Figura 1).

A medula espinhal € uma estrutura cilindrica branca acinzentada que se
inicia acima do forame magno, onde continua com a medula ablonga (bulbo) do
enceéfalo, e termina no nivel da margem inferior da primeira vértebra lombar. Ao
longo de toda extensdo da medula espinhal, 42 a 45 cm, estdo presos 31 pares
de nervos espinhais por meio de raizes motoras e sensitivas (MOORE,
DALLEY, 2007). As vértebras protegem a medula espinhal, seus ligamentos,
musculos associados, as meninges espinhais (dura-mater, a aracndide e a pia-
mater) e o liquido cerebrospinal (ibidem). A medula espinhal € o principal
centro reflexo e via de conducdo entre o corpo e o encéfalo, estando
aumentada em duas regides relacionadas a inervagdo dos membros chamadas
intumescéncias (SNELL, 1999). A intumescéncia cervical estende-se dos
segmentos C4 a T1 da medula; lombo-sacral estende-se do segmento T11 a
S1, abaixo do qual a medula continua até diminuir como o cone medular
(MOORE, DALLEY, 2007).
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Figura 1.Coluna vertebral

Fonte: http://www.sogab.com.br

As lesGes vertebrais podem ocorrer devido a forca mecanica aplicada
diretamente ou indiretamente sobre a coluna vertebral como: subitos
movimentos envolvendo flexao, hiperextensdo, compressao vertebral ou
rotacdo da coluna, ocasionando luxa¢des das articulacées das facetas, fraturas
de corpos vertebrais, herniacédo, fragmentacdo 6ssea ou até mesmo desvio do
alinhamento vertebral (ROWLAND, 2002; THURET et al, 2006). O maior
problema é quando estes tipos de lesbes estendem-se a medula causando a
lesdo medular (ROWLAND, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Lesdo medular
Fonte: THURET et al., 2006
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No mundo estima-se que existam cerca de 2,5 milhées de individuos
com lesdo medular e que ocorram aproximadamente 130.000 novos casos por
ano (ICCSCIP, 2010). No Brasil, os unicos dados disponiveis sdo da rede de
hospitais de reabilitacdo Sarah, que relata que nos ultimos 10 anos atendeu
9.019 pacientes com sequela de lesdao medular traumatica. Em relacao as
causas da lesdo medular, a que mais se destaca € o acidente de transito
(37,2%) seguido de agressdao com arma de fogo (28,7%), quedas (16,8%),
mergulho (8,9%) e outras causas (8,5 %) (REDE SARAH, 2009).

A lesdo medular pode ser classificada em paraplegia e tetraplegia. A
paraplegia € caracterizada pela paralisia total ou parcial dos membros
inferiores, a lesdo neste caso ocorre abaixo das vértebras cervicais. A
tetraplegia (Figura 3) é a paralisia total ou parcial dos quatro membros, sendo
que a lesdo, neste caso, ocorre nas vértebras cervicais que podem ser
divididas em dois grupos: o de lesdo na coluna cervical superior, envolvendo as
vértebras C1 a C3, e as lesdes na coluna cervical baixa, que sao aquelas que
ocorrem da vértebra C3 a C7 (ALBERTONI, LAREDO FILHO, 2008).

OHura da lesan

Tetraplegia

Figura 3. Classificacdo da leséo
medular de acordo com a altura
da lesao

Fonte: http://www.uiortho.com
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A lesdo medular pode ainda ser classificada como completa ou
incompleta (Figura 4), essa classificacao aplica-se tanto com a tetraplegia
quanto com a paraplegia (CARPENTER, 1978). As lesGes incompletas ocorrem
quando o dano a medula é parcial preservando parcialmente as fungdes do
sistema nervoso simpatico abaixo da lesdao (JACOBS, 2004); na lesao
completa da medula ha uma interrupcédo total das fungdes realizadas pelo
sistema nervoso simpatico abaixo da lesdo (SCHMID et al,, 1998a). Lesbes
medulares completas ou incompletas resultam na falha das fun¢cdes motoras,
sensoriais e autondmicas, conduzidas pelas vias espinhais aferentes e

eferentes do sistema nervoso simpatico (SCHMID et al., 1998a).

Lesao Completa Lesao Incompleta

Figura 4. Tipos de lesdao medular

Fonte: http://www.uiortho.com

Prejuizos no estimulo e no reflexo do sistema nervoso simpatico foram
descritos em individuos com LM associados com alteragbes na resposta
cardiovascular, metabdlica e hormonal devido a interrupcao das vias eferentes
e aferentes (DERBAGE et al., 1974, INOUE et al., 1995). As fibras eferentes
ligadas aos ganglios simpaticos cervicais e toracicos superiores sao originarias
da medula espinhal entre T1 e T4 e inervam, entre outros orgaos, o0 coracao
(ROWLAND, 2002). A glandula adrenal é inervada por neurdnios simpaticos
colinérgicos pré-ganglionares. Os corpos celulares desses neurdnios originam
na coluna celular intermediolateral entre T3 e L3, a maior parte da inervacao
esta entre T5 e T9 (MUNRO, ROBINSON, 1960).

A glandula adrenal é reponsavel pela sintese e liberacdo de
catecolaminas (SCHMID et al., 1998b). As catecolaminas possuem uma meia-

vida muito curta, sua avaliacdo no plasma reflete a atividade atual simpatica,
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sendo um reflexo direto do trafego de impulsos nervosos (DIMSDALE, MOSS,
1980). Logo, o aumento plasmatico da adrenalina € uma evidéncia do estimulo
da glandula adrenal (COKER et al., 1997), porém em tetraplégicos, as
concentragbes de adrenaliana e noradrenalina sdo significativamente mais
baixas quando em repouso se comparado a individuos paraplégicos ou sem
lesdo medular (SCHMID et al., 1998b). As catecolaminas favorecem a lipdlise,
apos se ligarem a adrenoreceptores presentes na membrana das células
adiposas (ARNER et al., 1990). Em tetraplégicos, ocorre uma reducao da
lipdlise devido a reducao da atividade do sistema simpatico (SCHMID et al.,
1998b) acarretando no aumento do acumulo de tecido adiposo. Alteragdes na
composigao corporal podem ser observadas nos primeiros 6 meses apos a
lesdo medular, caracterizada por uma reducdo da massa muscular total e
aumento na porcentagem de tecido adiposo associados com a reducdo do
metabolismo (SPUNGEN et al., 2003; GATER, 2007).

Alguns fatores sdo capazes de aumentar a concentracdo plasmatica
das catecolaminas em individuos sem LM, entre eles o exercicio fisico e
estimulos emocionais (DIMSDALE, MOSS, 1980). Em tetraplégicos observou-
se um aumento 33% na concentragdo de adrenalina, enquanto a noradrenalina

aumentou 26% apds submissao a exercicio intenso (SCHIMID et al., 1998a).

1.1.1 Lesdo medular e adiposidade

A reducdo ou perda da funcdo motora leva a diminuicdo da massa
muscular e do tamanho da fibra muscular, que apdés muitos meses de lesédo
sao reduzidas a metade ou a um terco do observado em individuos sem LM
(CASTRO et al, 1999). Paralelamente, e por conta disso, a massa 0ssea
também sofre redugdo, podendo ocasionar osteoporose, principalmente nos
membros inferiores (SPUNGEN et al, 2003). A diminuicdo da massa muscular,
que contribui para a diminuicdo da taxa metabdlica basal e a drastica redugéo
de atividade fisica decorrente da vida em cadeira de rodas contribuem para o
aumento do percentual de gordura corporal, inclusive da adiposidade
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abdominal, que esta intimamente relacionado a ocorréncia de doencas
cardiovasculares e diabetes (FORSYTHE et al, 2008).

O tecido adiposo € composto por duas massas distintas, o tecido
adiposo marrom e o tecido adiposo branco. O tecido adiposo marrom é
responsavel fundamentalmente pela termogénese, que ocorre através de
proteinas localizadas na membrana mitocondrial. J& o tecido branco é o
principal reservatério energético, e é considerado um tecido de sinalizacao,
possuindo um papel fundamental no controle metabdlico, fisioldgico e
endécrino dos 6rgaos (PEREIRA et al., 2006). O tecido adiposo é distribuido
em diferentes sitios de depdsito, 0 subcutdneo possui cerca de 80% da gordura
corporal e pode ser dividido em abdominal e gluteofemural; o visceral,
apresenta acesso direto ao figado pelo sistema portal, é dividido em omental e
mesentérico (KISSEBAH, KRAKOWER, 1994). O tecido adiposo visceral
possui a maior atividade metabdlica e o subcuténeo gluteofemural e abdominal
a menor atividade. Estas diferencas possuem importantes significados
fisioldgicos. Em situacdes de rapida mobilizacao de lipidios a gordura visceral é
facilmente oxidada por ter acesso direto a veia porta (ARNER, 1997).

A obesidade € definida pelo acumulo indevido de gordura em todos os
sitios de depdsito e esta associada ao desenvolvimento de inUmeras
complicagdes, entre elas as doencgas cardiovasculares (JONGH et al., 2004),
sendo o acumulo de gordura visceral mais prejudicial do que a de gordura
abdominal subcutédnea, por apresentar relacdo com a resisténcia a insulina
(KISSEBAH, KRAKOWER, 1994). O excesso de gordura visceral acelera a
mobilizacdo dos acidos graxos pelo sistema porta devido ao aumento de
lipblise neste sitio. A elevada concentragdo de acidos graxos livres no figado e
o excesso de gordura corporal causam alteracbes metabdlicas como
intolerancia a glicose, dislipidemia, hiperinsulinemia (ABATE et al., 1995) e
desequilibrio oxidativo com reducao cronica da disponibilidade do 6xido nitrico
(RUTKOWSKI et al., 2009).

O tecido adiposo é constituido por uma variedade de células, sendo as
mais abundantes os adipdcitos seguidos pelos macréfagos e em menor
quantidade os fibroblastos e pré-adipécitos (RAMALHO, GUIMARAES, 2008).
Os adipécitos sao células secretoras, e em termos quantitativos os principais
produtos dessa atividade secretora sdo os acidos graxos livres. Porém, os
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adipdcitos também secretam as adipocinas, um grupo de proteinas composto
por diversas estruturas e funcdes fisiologicas diferenciadas. As principais
adipocinas sdo: leptina, adiponectina, resistina, adipsina e a visfatina
(FANTUZZI, 2005). Os adipécitos possuem também propriedades inflamatorias
intrinsecas sendo igualmente sensiveis a agentes infecciosos e a sinais
inflamatérios mediados pelas citocinas (RAMALHO, GUIMARAES, 2008).

Algumas modificagbes podem ser observadas nos adipdcitos, a
propor¢do em que os individuos se tornam mais obesos aumenta a liberacao
de mediadores inflamatérios (FURUKAWA et al., 2004). Apesar dos adipdcitos
produzirem citocinas, os macrofagos presentes no tecido adiposo séao
responsaveis por grande parte da producao, especialmente TNF-a e IL-6
(GREENBERG, OBIN, 2006).

Os macro6fagos séo ativados por uma variedade de estimulos entre eles
pelas citocinas, endotoxinas, fibronectina e mediadores quimicos (RAMALHO,
GUIMARAES, 2008). Os macréfagos residentes no tecido adiposo contribuem
independentemente para o estado de inflamacéao local, e também estimulam os
adipécitos a atividade inflamatéria. Os sinais inflamatorios liberados pelos
adipdcitos induzem o aumento na secrecdo de IL-6 e TNF-a em macréfagos
nao ativados in vitro (BERG, SCHERER 2005). O aumento de macr6fagos no
tecido adiposo na obesidade é resultante de uma maior infiltracdo de mondcitos
circulantes e da conversao dos pré-adipocitos em macréfagos (RAMALHO,
GUIMARAES, 2008). A IL-6 secretada tanto pelos macréfagos quanto pelos
adip6citos no tecido adiposo atua diretamente no figado na liberacao da
proteina C reativa (PCR) (WISSE, 2004). Estima-se que cerca de "4 da IL-6
circulante seja proveniente do tecido adiposo, sendo este tecido de grande
importancia na producdo de PCR (PERREIRA et al., 2006), uma proteina de
fase aguda, da familia das pentraxina, produzida principalmente pelos
hepatécitos, macréfagos, células do muasculo liso e monécitos em reposta a
principalmente a IL-6, proveniente dos monécitos, macréfagos e adipécitos
(WANG et al.,, 2007). A concentracdo de PCR plasmatica pode aumentar
centenas de vezes em resposta a uma leséo, infeccdo ou outro estimulo
inflamatério (ARMSTRONG et al., 2006).

O aumento da concentracdo de PCR tem sido relacionado com riscos de
desenvolvimento de doenca cardiovascular (KOENIG et al, 1999). Atualmente
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utiliza-se os pontos de corte estabelecidos pela Centers for Disease Control
and Prevention and the American Heart Association and Public Health Practice
(PEARSON et al, 2003) que considera como baixo risco concentracbes de
inferiores 0,1 mg/dL, de médio risco entre 0,1 e 0,3 mg/dL e alto risco
concentragdes superiores a 0,3 mg/dL. Caso a concentracdo ultrapasse 1,0
mg/dL é recomendado a repeticdo do teste e o individuo seja submetido a
outros exames para identificar a(s) fonte(s) de infec¢ao ou inflamacao (MYERS
et al., 2004).

Nos individuos com LM observa-se um aumento da producao de PCR
plasmatica, devido a infeccdo urinaria, a Ulceras de pressdao (FROST et al.,
2005), além também de estar relacionado com aumento dos depoésitos de
tecido adiposo (WANG, et al., 2007). O processo inflamatdrio é considerado um
importante fator desencadeador do desequilibrio oxidativo (DELBIN et al.,
2009).

1.2 Desequilibrio oxidativo

O desequilibrio oxidativo é caracterizado pela deplecdo das defesas
antioxidantes concomitante com o aumento da produgdo de radicais livres
(HALLIWELL, CHIRICO, 1993). Radicais livres sdo moléculas ou fragmento de
moléculas com um ou mais elétron desemparelhado na sua ultima camada
(HALLIWELL, 1996). Na natureza os radicais livres podem ser gerados através
do oxigénio (espécies reativas de oxigénio — EROs) e do nitrogénio (espécies
reativas de nitrogénio — ERNS), ambas espécies participam do metabolismo e
sdo observados em diversas condicbes fisiolégicas (HALLIWELL, 2000;
VISIOLI et al., 2000).

Os radicais livres sao liberados durante a producao de energia, estdo
envolvidos com a fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao
intercelular e sintese de substancias bioldégicas. No entanto, em excesso
apresenta efeitos prejudiciais, tais como a lipoperoxidacdo, agressdao as
proteinas e ao DNA (GUTTERIDGE, 1995).
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As principais fontes endogenas geradoras de espécies reativas de
oxigénio incluem as mitocdndrias e a atividade de algumas enzimas como:
xantina oxidase, citocromo P450- oxidase, monoaminooxidases, as enzimas
envolvidas na via de produgcdo de prostaglandinas e tromboxanos
(VASCONCELOS et al., 2007), e durante respostas a processos inflamatorios
pela ativagcao de neutréfilos e macréfagos (MIYAZAKI et al., 2001).

1.2.1 Principais espécies reativas de oxigénio

As EROs mais estudadas sado, o radical superdxido (O7), o radical
hidroxila (OH’), o peréxido de hidrogénio (H205) e o oxigénio singlete ('O2) por
serem produzidas em grande quantidade pelo metabolismo aerdbio (EVANS,
HALLIWELL, 2001).

Radical superéxido (O, )

O radical superoxido é formado apds a primeira reducdo do oxigénio
molecular por elétron (HALLIWELL, 1992) (Figura 5). O radical superéxido
possui acao bactericida, sendo permeavel a membranas, e produzido durante a
ativagdo maxima de neutréfilos, mondcitos, macrofagos e eosindfilos,
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Apesar de ser considerado pouco
reativo em solugdes aquosas, € capaz de oxidar moléculas como o &cido
ascorbico e tiois (GUTTERIDGE,1995).

02 +e > 02._

Figura 5. Reacao de formagé&o do radical superdxido
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Radical hidroxila (OH«)

E a ERO mais reativa e lesiva, podendo ser resultante na quebra da
ligacdo entre O-H na molécula da agua (Figura 6a) (HALLIWELL, CROSS,
1994), pela reacdo entre o peréxido de hidrogénio e um metal de transicao,
reacao de Fenton (Figura 6b) (HALLIWELL, 1992), pela reacao de um elétron
de hipoclorito com um radical superéxido ou Fe?* (Figura 6¢) (CANDEIAS et al.,
1993).

Ho0-> H' + OH'

Fe2" + H,O, > Fe3* + OH + OH’
b

HCIO + O," & CI' + O2 + OH" ou HCIO + Fe? > CI + Fe®" + OH’
C

Figura 6. Reacao de formacao do radical hidroxila: pela quebra da agua
(a), pela reacao de Fenton (b), pela reacao do hipoclorito com
superoéxido ou Fe?" (c).

A combinagdo extremamente rapida do OHe com metais ou outros
radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade.
Assim, se a hidroxila for produzida préximo ao DNA e a este estiver fixado um
metal, poderdo ocorrer modificagdes de bases purinicas e pirimidinicas,
levando a inativacdo ou mutacao do DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar
varias proteinas (enzimas e membrana celular) ao oxidar seus grupos
sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1986).
A reacao da hidroxila com outras biomoléculas produz radical de menor
reatividade que podem ser liberados do local de formacao para outros locais,
podendo iniciar a oxidacao dos acidos graxos polinsaturados das membranas
celulares (lipoperoxidagao) (idem, 1995).
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Peréxido de hidrogénio (H205)

Por ndo possuir elétrons desemparelhados na sua ultima camada,
geralmente ndo é considerado como um radical livre. Porém, o HO, é um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, pois participa da reacdo que
produz o OHe. O H)O, tem vida longa, € capaz de atravessar camadas
lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria € com proteinas ligadas ao
Fe™® (SCOTT et al., 1991). Assim, é altamente téxico para as células, esta
toxicidade pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presencga de
ferro (EATON, 1991). A reacao do H>O, com os metais de transicdo como o
ferro e o cobre, é denominada reacdo de Fenton, onde ha a liberacdo do
radical hidroxila (HALLIWELL, CHIRICO, 1993) (Figura 7).

Cu?"/Fe? HoO, > Cu® /Fe® + OH + OH

Figura 7. Reacao de Fenton

Oxigénio singlete ('0,)

Nao possui elétrons desemparelhados em sua Ultima camada e € o
oxigénio no seu estado eletronicamente excitado, pode ser produzido por
reacdes fotoquimicas ou por outras reagdes, reage com um grande numero de
moléculas biolégicas, incluindo lipideos de membrana (VASCONCELOQOS et al.,
2007). O 'O, tem importancia em certos eventos bioldgicos, mas poucas
doencgas foram relacionadas a sua presenga (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
1986).
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1.2.2 Espécies reativas de oxigénio e atividade fisica

As espécies reativas de oxigénio nao sao apenas agentes nocivos, mas
também atuam como sinalizadores celulares fundamentais para adaptacdes
decorrentes de diferentes estimulos, entre eles a atividade fisica (JI, 2002). A
atividade fisica € uma importante promotora na liberacdo de espécies reativas
de oxigénio através do sistema xantina oxidase, metabolismo aerdbio
(HEUNKS et al., 1999) e processo inflamatério (MANN, REID, 2003). Apesar de
ser uma reconhecida promotora do aumento da liberagdo de radicais livres a
atividade fisica moderada é capaz de aumentar a capacidade antioxidante
(AGUILO et al., 2005; FINAUD, 2006).

1.2.3 Desequilibrio oxidativo e lesdo medular

Na lesdo medular existem dois fatores que podem atuar no desequilibrio
oxidativo. O primeiro, envolve a reducao da concentracao das catecolaminas
que estao relacionadas a um menor desequlibrio oxidativo, pois a acédo das
catecolaminas esta diretamente relacionada ao aumento da liberagcdo de
radicais livres, principalmente devido o seu papel na glicogendlise, glicélise e
lipolise (ARNER et al., 1990; SCHIMID et al., 1998a). O segundo fator, esta
relacionado as modificagdes da composi¢cao corporal devido a LM. A paralisia
muscular leva a reducdo do gasto calérico diario, essas modificacoes se
caracterizam pela reducdo da massa muscular e aumento do tecido adiposo
(GATER, 2007). O acumulo de tecido adiposo leva a um estado inflamatério de
baixa intensidade (OLIVER, 1987), com liberacado de citocinas, que ativam os
neutréfilos, monécitos e macréfagos, os quais liberam anions superdxido e
outros radicais livres que participam no processo de desequilibrio oxidativo
(DELBIN et al., 2009). A resposta a inflamacdo pode ser detectada pela
determinacao das proteinas de fase aguda, como a PCR, ceruloplasmina,

plasminogénio e ferritina, que se encontram elevadas, enquanto que a
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concentragdo de albumina e transferrina estao reduzidas (FROST et al., 2005;
ARMSTRONG et al., 2006).

1.2.4 Consequéncias do desequilibrio oxidativo

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acao das EROs,
porém a membrana € um dos mais atingidos resultando na lipoperoxidagéo. A
acao das EROs na membrana leva a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de troca de metabdlitos e formagao de produtos citotéxicos (como
o malondialdeido - MDA) (HERSHKO, 1989), culminado com a morte celular
(BENZIE, STRAIN, 1996). A lipoperoxidagdo também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacao da toxicidade de
xenobibticos (SHAN, JONES, 1990), assim como na formacao das EROs. Nem
sempre 0s processos de lipoperoxidacdo sao prejudiciais, pois seus produtos
sado importantes na reacdo em cascata a partir do acido aracdénico (formacao
de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1990). A lipoperoxidagdo € uma reacdo em cadeia,
representada pelas etapas de iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Estas
etapas estdo apresentadas na Figura 8, onde L representa o lipidio (GARDES-
ALBERT et al., 1991):

LH +OH (0uLO’) ——> L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagao

L° +0, — = LOO’ Propagacéo
LH +LOO™ ——> L'+ LOOH Propagacéo
LOO™ +L° —— > LOOL Terminaco
LOO  + LOO’ ———> LOOL + O, Terminaco

Figura 8. Etapas da lipoperoxidagéao

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997)

A fase de iniciacao representa o inicio da peroxidacdo em que ha a
retirada do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado da membrana celular. A
remocado do hidrogénio pode ser realizada pelo OHe¢ ou pelo LO- (radical
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alcoxila), com consequente formagéao do Le (radical lipidico) (LIMA, ABDALLA,
2001). Na primeira equacao de propagacao, o L reage rapidamente com o O,
resultando em LOO- (radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo
hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o Le na
segunda equacao de propagacao. O término da lipoperoxidacédo ocorre quando
os radicais (L* e LOO¢) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até se
auto-destruirem (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidagdo pode ser catalisada por ions de metais de transicao
como o Fe e o Cu, que atuam na formagédo de radicais alcoxila (LO+) e radical
peroxila (LOQOe¢) a partir dos hidroperéxidos lipidicos (LOOH), que por sua vez,
iniciam nova cadeia de reacdes denominada ramificacdo. Essas reacdes, que
podem ser rapidas ou lentas, dependem da valéncia do ferro (BORG,
SCHAICH, 1988).

Os produtos da lipoperoxidacdo podem ser classificados em primarios
(dienos conjugados e hidroperdxidos) ou secundarios (isoprostanos e MDA).
Apesar de ser produto secundario a quantificacdo do MDA é usualmente
utilizada para identificar situagées oxidativas (FINAUD et al., 2006). Existem
diferentes métodos laboratoriais para a determinacdo do MDA, o mais
empregado € quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), impedindo a comparagado dos resultados entre diferentes estudos
(MORRISSEY, SHEEHY, 1999).

As EROs também podem oxidar células sanguineas, estruturas
protéicas e inibir o sistema proteolitico (FINAUD et al., 2006). A oxidacao de
proteinas pode ser consequéncia de inflamacao, atividade fisica ou devido ao
mecanismo de isquemia e reperfusdo (LEVINE, 2002). As proteinas oxidadas
sao catabolizadas com a funcao de reestruturar aminoacidos (ibidem), devido a
acao das EROs reduzir o turnover protéico na transcricdo genética. As EROs
também possuem a habilidade de modificar o sistema lisossomal e
proteassoma, as duas maiores vias onde as proteinas sdo degradadas
(FINAUD et al., 2006).

As EROs sao também conhecidas por causarem danos ao DNA. Todas
as partes do DNA sao suscetiveis ao ataque de EROs (DIZDAROGLU et al.,
2002). O sistema de reparacao do DNA é continuo, mas essa capacidade pode
ficar sobrecarregada ou entdo o processo de reparacédo pode ficar alterado
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(BECKMAN, AMES, 1997). Como consequéncia, a oxidacdo do DNA pode
provocar metagénese e ser o principal responsavel pelo cancer em humanos e
no processo de envelhecimento celular (ibidem; KASAI, 2002). Porém a maior
fonte de danos ao DNA tem sido encontrada como resultado de: fumo,
inflamacéao crénica e extravasamentos mitocondriais (KASAI, 2002).

1.3 Sistemas antioxidantes

Os danos causados pela agdo das EROs podem ser prevenidos ou
reduzidos por sistemas antioxidantes, 0s quais podem ser classificados como
enddgenos, enzimaticos, ndo enzimaticos ou exdégenos (BARREIROS et al.,
2006). Antioxidante é definido como qualquer substancia que quando presente
em baixa concentragcdo, comparada com o substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo (HALLIWELL,
2000).

Os antioxidantes enzimaticos mais estudados s&o a catalase, a
superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (SIES, 1986). O acido urico,
albumina, bilirrubina, vitamina C e E sdo antioxidantes ndo enziméaticos,
possuindo niveis diferenciados de participacdo antioxidante segundo o ensaio
the ferric reducing ability of plasma de Benzie e Strain (1996), em ordem
decrescente apresentam-se: acido Urico, vitamina C, proteinas plasmaticas,
vitamina E e bilirrubina. Os dietéticos sdo provenientes da dieta, os principais
sdo vitamina E, vitamina C, carotendides e polifenois (CERQUEIRA et al.,
2007).

1.3.1 Antioxidantes enzimaticos

Glutationa-peroxidase (GPx)
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A GPx catalisa a reacédo onde o peroxido de hidrogénio é convertido em
agua (Figura 9) (SHAN & JONES, 1990). Tanto a GPx quanto a catalase
possuem o mesmo papel sobre o perdxido de hidrogénio, sendo a GPx mais
eficiente em elevada concentracdo de EROs (ANTUNES et al.,2002).

GPx
H202 + 2GSH > GSSG + 2H20
Figura 9. Acdo da enzima GPx

A GPx apresenta-se sob 4 formas: GPx1 ou classica, encontrada no
citosol de todas as células do corpo; GPx2 ou gastrointestinal, especifica do
trato gastrointestinal; GPx3 ou plasmatica ou extracelular, encontrada no fluido
do revestimento interno do pulmdo e no leite materno, além do plasma em
mamiferos, e a GPx4, que atua sobre perdxidos de residuos de acidos graxos
nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroperdxido da timina,
formado como conseqiiéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA
(RAYMAN, 2000). A familia de GPx integra o grupo de selenoproteinas, que
tém, em seu sitio ativo, o selénio, obtido da dieta ligado a metionina, em
alimentos de origem vegetal (selenometionina) e, ligado a cisteina, em
alimentos de origem animal (selenocisteina) (BURK, LEVANDER, 2002).

Os valores basais da concentracao plasmatica de GPx foi semelhante,
quando comparados individuos com e sem LM. Porém, depois de uma sessao
aguda de exercicios e apés 8 semanas de treinamento, somente o grupo de
nao lesionados apresentou aumento na concentracdo da GPx (DUIJNHOVEN
et al., 2010). A justificativa para este achado recai sobre a necessidade
diferenciada do treinamento fisico para gerar resposta no grupo de lesionados
medulares (DUIJNHOVEN et al., 2010).

Catalase (CAT)

A CAT possui em seu sitio ativo o grupo heme, esta presente em todas

as células do corpo, em particular nos peroxissoma, a principal organela
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responsavel pela desintoxicacao celular via reacao da peroxidase (Figura 10a)
e pela oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa, os quais sao fontes
inesgotaveis de perbxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlete
(VASCONCELLOS et al.,, 2007). A reacdao da peroxidase necessita de um
substrato como o fenol, alcool (etanol) ou acido férmico (FINAUD et al., 2006)
(Figura 10a). A CAT converte o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Figura 10b).

CAT
H2O2 + H2A (substrato) > 2H.O + A
a
CAT
2 H202 > 2H20 + 02
b

Figura 10. A¢do da enzima catalase: reagao da
peroxidase com substrato (a), reacao do perdxido
de hidrogénio (b).

O comportamento da CAT em animais submetidos a lesdo medular foi
descrito por Azbill et al. (1997), que observaram aumento da atividade da CAT
24 horas ap6s a lesdo em células da medula espinhal de ratos, enquanto a
formacao de EROs aumentou imediatamente apos a lesao. Vaziri et al. (2004)
avaliaram o comportamento de algumas enzimas antioxidantes no 1°e no 14°
dia ap6s a lesdo medular induzida em ratos, relatando que a CAT nao se
alterou nesse periodo. N&o ha relatos na literatura sobre a atividade da CAT

em humanos com lesao medular.

Superéxido-dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos em sua composicdo. Nos sistemas eucariontes existem duas
formas de SOD (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; VASCONCELLOS et al.,

2007). A forma SOD-cobre-zinco estd presente principalmente no citosol



32

(FERREIRA, MATSUBARA, 1997), além de lisossomas, nucleo e espago entre
as membranas interna e externa da mitocéndria, enquanto que SOD-manganés
esta localizada primariamente na mitocondria (VASCONCELLOS et al., 2007).
A SOD é a maior defesa contra o radical superdxido e é a primeira linha de
defesa contra o desequilibrio oxidativo (FINAUD et al., 2006), possuindo papel
antioxidante, catalisando a dismutacéo do superoxido e formando peroxido de
hidrogénio (Figura 11) (ROSS, MOLDEUS, 1991).

SOD
202._ + 2H+ > H202 + 02

Figura 11. Acdo da enzima SOD

Durante o processo hemolitico decorrente de agressao térmica, os
glébulos vermelhos humanos exibem queda da atividade SOD (HATHERILL et
al., 1991). A adicdo desta enzima também protege o DNA de lesdes
provocadas pela sobrecarga de Fe*® (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Duijnhoven et al. (2010), demonstraram que a SOD em individuos com
LM comparados com individuos sem LM permanece semelhante no estado
basal e apds o esforgco, sendo o tipo de treinamento utilizado para explicar este

resultado.

1.3.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Este grupo de antioxidantes pode ser classificado em compostos
enddgenos como a albumina, a bilirrubina e o acido uUrico, e como compostos
exogenos, 0s obtidos pela dieta tais como vitaminas E, C, carotendides,
flavonoides e outros (VASCONCELLOS et al., 2007).

Acido Urico ou urato
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O acido uarico é proveniente do metabolismo das purinas, através do
sistema xantina oxidase (HALLIWELL et al., 1995). Em pH fisiol6gico o acido
urico é dissociado em urato sua forma de agdo como antioxidante a qual possui
solubilidade menor em agua e sua concentragdo encontra-se muito proxima de
seu limite de solubilidade (ibidem). A maior parte dos uratos é produzida no
figado, provenientes do desdobramento de proteinas enddgenas e exdgenas.
Devido a sua baixa solubilidade o excesso de producdo de urato leva a
formacao de cristais, 0 que ocorre na gota, doencga tratada com alopurinol, que
€ um inibidor das enzimas xantina oxidase e xantina desidrogenase
(BARREIROS et al., 2006).

O &cido urico € um importante antioxidante, sendo responséavel por cerca
de 60% da atividade de varredura contra os radicais livres no plasma (AMES et
al, 1981), sua concentracdo plasmatica € maior do que a de outros
antioxidantes, como vitaminas C e E (BENZIE, STRAIN, 1996). Reage com
oxidantes fortes, tais como a hidroxila, € com outros radicais como peroxila,
diéxido de nitrogénio e quela metais de transicdo, tais como ferro e cobre
(HALLIWELL et al., 2000). Sua acao protetora ao DNA e aos lipideos ocorre
devido a sua atividade contra os radicais peroxila antes destes penetrarem na
membrana e iniciarem seus danos (BARREIROS et al., 2006). Apds a sua acao
como antioxidante o urato passa a ser anion radical urato, que pode ser
regenerado a urato através da reacao com ascorbato (DAVIES et al., 1986).
Em animais submetidos a LM o acido urico apresentou um papel neuroprotetor,
inibindo danos a medula espinhal, lipoperoxidacao e invasdes de neutréfilos
(SCOTT et al., 2005).

Bilirrubina

A bllirrubina é produzida principalmente a partir do catabolismo do
grupamento heme através da degradacao da hemoglobina no bago. O heme
ndao € diretamente transportado pelo sangue devido a sua atividade pré-
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oxidante (BARREIROS et al., 2006). No corpo humano a producao diaria é de
cerca de 300 mg de bilirrubina derivada principalmente da hemoglobina, mas
também pode ser proveniente da eritropoiese ineficaz e de varias outras
hemoproteinas (MURRAY et al., 2007).

Apbs a sua formacgado a bilirrubina € transportada até o figado pela
albumina plasmaética, local onde ela sofre algumas reacdes e posteriormente é
secretada na bile. Apdés a secrecdo na bile a bilirubina em sua forma
conjugada atinge o ileo terminal e o intestino grosso, onde sdo removidos os
glicuronidios e sao reduzidos pela flora intestinal, sendo parte reabsorvida sob
a forma de urobilinogénio (MURRAY et al., 2007).

A atividade antioxidante da bilirrubina ocorre principalmente quando se
encontra ligada a albumina sérica, sendo esse complexo considerado um dos
antioxidantes naturais dos fluidos extracelulares. Essa atividade acontece
principalmente devido a sua grande reatividade com radicais peroxila. No
entanto, ela também reage com radicais superoxido a 1/10 da velocidade do
ascorbato (BARREIROS et al., 2006). A produc¢ao de bilirrubina aumenta com o
desequilibrio oxidativo, atuando na protecao oxidativa evitando a participacao
do ferro na reacdo de Fenton (BENZIE, STRAIN, 1996). Nao foram

encontrados estudos em animais ou humanos com lesdo medular.

Albumina

A albumina é a principal proteina do plasma humano e representa cerca
de 60% das proteinas plasméaticas totais. Sdo sintetizadas cerca de 10 g de
albumina por dia pelo figado (MURRAY et al., 2007). Devido ao seu peso
molecular pequeno e a sua concentracao no plasma ela se torna responsavel
por cerca de 75-80% da pressao osmética do plasma humano (DOWEIKO,
NOMPLEGGI, 1991). Além desse papel, a albumina também possui a funcao
de combinar-se com varios ligantes como os acidos graxos livres, célcio e
bilirrubina, além de ser importante do transporte do cobre e de se ligar a alguns
farmacos. Em condicbes normais possui meia vida de 20 dias (ROCHE et al.,

2008). A albumina também possui um papel antioxidante relacionado a sua
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capacidade de reduzir a geracdo de EROs através da reacdo de Fenton
(WINSTON et al., 1998) e reagir com o radical hidroxila (ROCHE et al., 2008).

Estudos com lesionados medulares mostraram que a concentracao de
albumina plasmatica € reduzida, possivelmente, devido ao aumento da
secrecao de proteinas de fase aguda como a PCR e globulina (WANG et al.,
2009), como a albumina néao responde a processos inflamatorios sua sintese
nao é priorizada (FROST et al., 2005).

Vitamina E ou tocoferol

O termo vitamina E é a designacdo comum de duas diferentes familias
de compostos que ocorrem na natureza: os tocoferdis e os tocotriendis,
estruturalmente diferem apenas na cadeia lateral e ambos se subdividem em a,
B, y e 0, dependendo do nimero e posicao do grupo metila no anel cromanol
(SOKOL, 1988). O alfa-tocoferol é o composto mais potente e a forma
predominante da vitamina E. A vitamina E €& encontrada em vegetais e
oleaginosas, gérmen de trigo e em menores quantidades em carnes, peixes e
vegetais. A recomendacao didria para homens e mulheres sdo 15 mg/dia de
alfa-tocoferol (DRI, 2000).

O alfa-tocoferol € um antioxidante lipossoluvel que atua bloqueando a
etapa de propagacao da lipoperoxidacao dos acidos graxos poliinsaturados das
membranas e lipoproteinas (POWERS, HAMILTON, 1999; ADAMS, BEST,
2002). Ao interceptar o radical peroxila resultante da lipoperoxidacéo, torna-se
oxidado formando o radical tocoferil, que podera ser regenerado pelor
ascorbato ou glutationa ou ubiquinol a alfa-tocoferol (BARREIROS et al., 2006).

A concentracao plasmatica de alfa-tocoferol pode ser empregada como
critério para avaliar o seu estado nutricional (SOKOL, 1988). Existem poucas
informacdes sobre o estado nutricional em alfa-tocoferol em individuos com
lesdo medular. Moussavi et al. (2003) observaram em tetraplégicos (n=67) e
paraplégicos (n=43), que em 30% dos individuos a concentracao plasmatica de
alfa-tocoferol encontrava-se abaixo dos valores de referéncia adotado (Clinica

Mayo - 12,8 - 39,5 umol/L). Burri et al. (2003) também encontraram em 55
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individuos com LM valores de alfa-tocoferol (17,3 4,9 umol/L) inferiores aos de
referéncia (NHANES III - < 19,5 umol/L), justificando a deficiéncia pelo aumento
do metabolismo e requerimento da vitamina E e outros antioxidantes neste
grupo populacional (BURRI et al., 2003).

A deficiéncia de alfa-tocoferol em individuos com lesdo medular, como
visto acima, pode também estar relacionado com aumento de indicadores pré-
inflamatérios tdo comumente observado neste grupo (SINGH et al., 2005;
CAPURON et al., 2009). Ja que o alfa-tocoferol apresenta papel imunodulador,
com agao antiinflamatéria reduzindo citocinas pro-inflamatérias produzidas por
macréfagos e mondcitos (SINGH et al.,, 2005; WU, MEYDANI, 2008). Esta
hipotese ja foi testada com idosos e foi observada relagcdo negativa entre
concentragdo plasmética de alfa-tocoferol e indicadores inflamatérios
(CAPURON et al., 2009).

Vitamina C

A vitamina C (acido ascorbico ou ascorbato) é hidrossoluvel e
considerada como um antioxidante extracelular importante (FINAUD et al.,
2006). Fontes de vitamina C incluem frutas citricas, morangos, meldes, kiwis,
tomates e folhas verdes. O cozimento pode destruir a vitamina, por isso, a
melhor forma de obté-la é através de alimentos in natura. A recomendacgao de
ingestao diaria é de 90 mg/dia para homens, 75 mg/dia para mulheres, com um
acréscimo de 35 mg/dia para fumantes (DRI, 2000).

Em pH fisioldgico a vitamina C encontra-se na forma de ascorbato a qual
€ a forma que atua como antioxidante, ao doar um H para um radical (DRI,
2000). O ascorbato pode atuar como antioxidante diretamente nas membranas
celulares, por impedir a iniciacdo da peroxidacéao lipidica ou indiretamente por
regenerar o alfa-tocoferol (ASHTON et al.,, 1999; EVANS, 2000) e o urato
(VASCONCELOQOS et al., 2007). Moussavi et al. (2003) realizaram um estudo
com 110 individuos com lesdao medular e observaram deficiéncia de vitamina C
em 37,3% (n=41) dos individuos com lesdo medular avaliados no estudo,

porém nao justificaram essa deficiéncia. Enquanto outros autores sugerem que
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a deficiéncia de vitaminas antioxidantes é resultante do aumento do
metabolismo devido lesdo medular (BURRI et al., 2003).

Apesar do reconhecimento de que lesionados medulares possuem
estimulos pro-oxidantes e que a atividade fisica voluntaria pode auxiliar
reduzindo as consequéncias do desequilibrio oxidativo, ndo foram encontrados
na literatura estudos que relatem os beneficios da pratica voluntaria da
atividade fisica sobre indicadores bioquimicos de estado antioxidante em
individuos tetraplégicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da pratica de atividade fisica sobre a composicao
corporal e indicadores bioquimicos de estado antioxidante em individuos

tetraplégicos fisicamente ativos e ndo ativos.

2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar e comparar em tetraplégicos fisicamente ativos e nao ativos:
a) a composi¢ao corporal;
b) indicadores bioquimicos de estado antioxidante;

2- |dentificar a relagdo de causa-efeito entre as variaveis estudadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Anterior ao seu inicio, este estudo foi registrado no Sistema Nacional
de Etica em Pesquisa, submetido e aprovado pelo Conselho de Etica a
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (COEP 052/2009) (Anexo A).
Todos os participantes concordaram em participar da pesquisa
voluntariamente e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo B). Este projeto foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa
Carlos Chagas Filho.

3.1  Sujeitos

Foram captados no Instituto Brasileiro dos Direitos da Pessoa com
Deficiéncia no Rio de Janeiro, individuos do género masculino com lesao
medular entre C5 e C7 (n=24). Os individuos foram distribuidos em dois
grupos de acordo com a frequéncia da pratica de atividade fisica, em G1
(n=15), fisicamente ativos (praticavam exercicio fisico ha pelo menos 3
meses, 3 vezes/semana ou mais, totalizando tempo minimo de 150
minutos/semana) (ACSM, 2009) e G2 (n=9) nao ativos.

3.2 Coleta de dados

Informagbes gerais foram obtidas através de um questionario
estruturado onde os participantes responderam a questées sobre: causa da
lesdo, tempo de lesdo, tempo de pratica de atividade fisica, uso de
medicamentos e suplementos nutricionais (Anexo C). Nenhum dos individuos
fazia uso de antiinflamatério, e 8 individuos faziam uso continuo de vitamina C
(n=4 do grupo fisicamente ativo e n=4 do grupo nao ativo). Nao foi possivel

quantificar a dose diaria de ingestao.
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3.3 Avaliacao antropométrica e composicao corporal

Comprimento

O comprimento foi avaliado desde o topo da cabeca até a porcao
inferior do calcanhar através de um estadidmetro (Seca®). O estadidmetro foi
estendido sobre a maca do iDXA, onde os individuos eram posicionados em

decubito dorsal.

Massa corporal e composicéo corporal

A massa corporal total, a composicdo corporal total (gordura total e
massa livre de gordura) e a gordura de tronco foram determinadas por
absorciometria de dupla emisséo de raio-X - DXA (iDXA Lunar - GE®, software
enCore 2008 versao 12.20). A execucdo da analise foi realizada por técnico

em radiologia.

3.4 Coleta de sangue

A coleta de sangue (10 mL) foi realizada por profissional habilitado, no
Laboratério de Avaliagdo Nutricional do Instituto de Nutricdo da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Amostras de sangue foram coletadas
apds jejum de 12h em tubos vacutainer®, dois tubos contendo EDTA-Na para
obtencéo de plasma e outro sem anticoagulante para obtencao do soro. Apos
a centrifugacédo do sangue integral a 3.000 rpm/15 minutos, o plasma e o soro
foram separados. Os tubos com EDTA a massa de eritrdcitos foi lavada em
solucdo salina (0,9%) por trés vezes. Aliquotas de plasma, soro e eritrécitos

foram armazenadas em -80°C até o momento das analises.
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3.5 Analises laboratoriais

Capacidade antioxidante plasmatica

A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada através do
método colorimétrico 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) como estabelecido
por (JANASZEWSKA, BARTOSZ, 2002) no Laboratério de Fisiopatologia e
Bioquimica da Nutrigdo do Instituto de Nutricdo da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (INU — UERJ). Este método colorimétrico baseia-se na reducao
do DPPH (radical livre) pelos agentes antioxidantes presentes no plasma
(Figura 12). A coloracao da reacao inicial € roxa, com a reducdo do DPPH, a
1,1-difenil-2-picrilhidrazina, ha alteracdo da cor para amarelo, este € um
produto estavel e irreversivel (NOMURA et al., 1997).
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Figura 12. Estabilizagdo do radical livre DPPH
Fonte: RUFINO et al., 2007

Para a execucdo deste método foi estabelecida curva padrdo com
concentragdo DPPH variando de 15 a 100%. A partir da equacéo da reta (R? =
0,9879; y = 0,0458x - 0,0227) foram determinadas as concentra¢des de DPPH
das amostras expresso em pg/pl. Foram utilizados 20 uL de plasma, onde
foram adicionados 380 pL de solugdo tampado fosfato 10mM (pH 7.4).

Posteriormente foram acrescentados 400 pL de DPPH (0,1 mM) dissolvido em
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metanol. Esta mistura foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e
na auséncia de luz. Apds este periodo a leitura foi realizada em

espectrofotometro utilizando o comprimento de onda de 520 nm.

Acido Urico plasmatico

A determinagéo da concentragédo de acido urico foi realizada através de
método colorimétrico por kit comercial BioClin® (Quisaba, Ltda) no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE - UERJ). A técnica baseia-se na hidrélise
catalisada pela enzima uricase com formacao da alantoina e oxidagcao da 4-
aminoantipirina. O teste foi realizado em 25 pyL de plasma e de acordo com
determinacao do fabricante os reagentes do kit foram utilizados. A leitura da
absorbancia foi realizada através de espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 492 nm. Os resultados foram expressos como mg/dL.

Bilirrubina no soro

A determinacado da concentragédo de bilirrubina foi realizada através de
método colorimétrico por kit comercial BioClin® (Quibasa, Ltda) no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (UERJ). O método baseia-se na complexacao da
bilirrubina com o acido p-sulfanilico diazotado, formando azobilirrubina. Para a
realizacdo da analise utilizou 150 yL de soro e a metodologia foi realizada
conforme instrugdo do kit. A leitura da absorbancia foi realizada através de
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540nm. Os resultados foram
expressos como mg/dL.

Albumina no soro
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A determinacédo da concentracao de albumina foi realizada através de
método colorimétrico por kit comercial BioClin® (Quibasa, Ltda) no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (UERJ). O método baseia-se na formagdo de um
complexo corado pelo verde de bromocresol na presenca de albumina. Esse
complexo corado exibe um espectro de absorcéo diferente do corante em seu
estado livre permitindo assim a dosagem da albumina. Para a realizacédo da
analise utilizou 10 uL de soro onde foram adicionados 2,5 mL de solugéao de
verde de bromocresol (0,14 g/dL) em tampé&o succinato (pH 4,2). A leitura da
absorbancia foi realizada através de espectrofotébmetro com comprimento de
onda de 620 nm. Os resultados foram expressos em g/dL.

Vitamina E (alfa-tocoferol) plasmatico

A determinacdo de concentragdo de alfa-tocoferol foi baseada em
adaptacoes da metodologia descrita por Hess et al. (1991). As analises foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos do
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Todo o protocolo da analise foi realizado com auséncia de luz. Foram
utilizados 80 pL de plasma. Apds descongelamento as amostras foram
homogeneizadas. Em seguida, houve a desproteinizagdo com adicdo de 200
UL de solucéo de etanol:agua (2:1 v/v).

O sobrenadante foi evaporado em atmosfera de nitrogénio e banho-
maria e foi resuspenso em 80 pL de solugdo de dioxano:etanol:acetonitrila
(20:20:60, v/v/v). A amostra (25 uL) foi analisada por high performance liquid
cromathography (HPLC), nas seguintes condicées cromatograficas: coluna em
fase reversa C-18 (Rexchrom; 5 um, 250mm x 4,6 mm, Regis Technologies,
Morton Grove, IL), acoplada a uma coluna de guarda C-18 (Rexchrom; 5 um,
10 mm x 3mm, Regis Technologies), bomba de cromatografia liquida
KNAUER 64 (fluxo de 2 mL/min), com detetor UV-VIS SPD-10AV
SCHIMADZU), sistema de integracdo SCHIMADZU e eluigao isocratica com
fase mével composta de acetonitrila:metanol (25:75, v/v). O efluente da coluna
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foi monitorado a 292nm (Padrdes de alfa-tocoferol, Sigma®). Os resultados

foram expressos em pmol/L.

Determinacao de proteinas eritrocitarias

Para a determinacao de proteinas os eritrécitos foram lisados em agua
deionizada (10X), e depois diluidos 20 vezes (LOWRY et al., 1951). A curva
padrao foi preparada com solucédo tampéao (48 mL da solucéo 2% Na,CO3z; em
0,1 N NaOH, 1mL de 1% Tartarato de NaK em H,O destilada e 1mL de 0,5%
CuSO,4 em H.O destilada) e albumina bovina (1mg/mL de agua deionizada). A
solucdo tampao foi homogeneizada em vortex e incubada por 10 minutos em
temperatura ambiente, apds esse periodo foram adicionados 200 uL do
reagente Folin-fenol (2N: 1H,O destilada) com agitacao em vortex. A leitura da
absorbancia foi realizada a 630 nm apds incubagéo de 30 minutos ao abrigo
de luz.

As concentragdes utilizadas para a curva padrao de albumina bovina
foram de 0 a 45 pg/mL, em uma escala de 15 em 15 até completar 45 pg/mL.
Para a realizacdao da analise em amostras foram adicionados 50 uL de
eritrécitos lisados com 1950 uL da solucdo tampao e 200 pyL do reagente
Folin-fenol. Apéds incubacgao por 30 minutos foi realizada a leitura em 630 nm.

Superéxido dismutase eritrocitica

A determinacdo da atividade da SOD nos eritrocitos foi realizada
através de colorimetria por kit comercial (Stressgen-Catalog 900-157) no
Laboratério de Fisiopatologia e Bioquimica da Nutricdo (INU-UERJ). Os
resultados foram expressos e U/mg proteina.

Em 500 pL de eritrocitos lisados foram adicionados 125 uL de etanol
absoluto e 75 uL de cloroférmio. Apds mistura em vortex por 1 minuto a
mistura foi centrifugada 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenandante foi
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removido e foi adicionado 500 pL de solucado tampéao fosfato. A mistura do
sobrenadante com a solucdo tampao fosfato foi deixada em geladeira
overnight. No dia seguinte houve centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos e
todo o sobrenadante foi removido.

Para preparar a curva padrao utilizou as seguintes unidades de SOD:
10units/25uL,  5Sunits/25uL,  2units/25uL,  1units/25uL,  0,5units/25uL,
0,2units/25uL e 0,1units/25uL.

O ensaio foi realizado em triplicata, A reagao foi iniciada com a adi¢ao
de 25 L de Solucdo de Xantina 1X, e a leitura da absorbancia foi realizada
imediatamente e a cada minuto durante 15 minutos, utilizando o comprimento
de onda de 450 nm.

Malondialdeido plasmatico

O dano em lipideos de membrana pode ser determinado pela formacao
de subprodutos da lipoperoxidacao, entre eles o malondialdeido (MDA). Os
subprodutos sao substancias reativas ao aquecimento do &cido tiobarbitlrico
(TBA) gerando um produto colorido réseo (Figura 13). A concentragdo de
MDA foi determinada pela reacdo das substancias reativas com o &cido
tiobarbiturico (SATOH, 1978) no Laboratério de Fisiopatologia e Bioquimica da
Nutricao (INU-UERJ).
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Figura 13. Reacao do acido tiobarbitdrico com malondialdeido

Fonte: http://www.currentprotocols.com

Amostras de plasma foram diluidas cinco vezes em acido tricloroacético

(TCA) e em seguida houve homogeneizagcao em vortex por 30 segundos com
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o tubo fechado. Apéds repouso de 10 minutos os tubos foram centrifugados por
10 minutos a 1.5009. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1250 pL
de acido sulfurico 5 mM ao precipitado. Houve nova agitagao em vortex por 30
segundos, seguida pela adicao de 1.500 uL de TBA (0,67%). Apds a adicao
do TBA os tubos ficaram em banho-maria a 80 °C por 20 minutos.

Seguido do banho-maria os tubos ficaram em temperatura ambiente e
foram adicionados 2000 uL de N-butanol. Houve agitacdo em vortex e
centrifugagdo por 5 minutos a 1.500g. A leitura da absorbancia foi realizada
através de espectrofotbmetro com comprimento de onda de 532 nm. Os
resultados foram expressos em pmol/L.

Proteina C reativa (PCR) plasmatica

A determinacao da concentracao de proteina c reativa ultra sensivel foi
realizada através de método automatizado de imunoturbimetria por kit
comercial BioClin® (Quibasa, Ltda) pelo Laboratério Hélion Pdévoa. Este
método permite a determinacdo quantitativa de PCR no plasma humano por
reacao antigeno-anticorpo. Na presenca de um polimero ativador, ocorre um
aumento na sensibilidade e na velocidade do ensaio, a PCR forma um
complexo insoluvel com o anticorpo especifico gerando turbidez, cuja
intensidade aumenta proporcionalmente a concentracao de PCR na amostra.
Os resultados foram expressos em mg/dL. Sendo o ponto de corte
estabelecido por essa analise de 0,5 mg/dL

3.6 Analise estatistica

Para determinacdo do grau de normalidade das variaveis foi
empregado o teste Kolmogorov-Smirnov. Os indicadores com distribuicdo néo
paramétrica foram log transformados (bilirrubina, alfa-tocoferol e PCR) para
posterior analise estatistica. Os resultados sao apresentados como média +
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desvio padrao (DP) e range. A comparacao entre os grupos foi realizada por
test-t ndo pareado.

A razao entre o tempo de pratica continua de atividade fisica desde a
lesdo (TAF): tempo de lesdo (TL) foi considerada para avaliar o efeito crénico
do exercicio fisico os indicadores de capacidade antioxidantante, utilizando-se
a analise de regresao linear. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi
utilizado para avaliar as associagdes entre variaveis independentes. Valores
de p<0,05 foram considerados significativos. O software utilizado foi o SPSS

12.0 for windows.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os participantes do estudo (n=24) foram distribuidos em dois grupos,
ativo (n=15, 3019 anos) o qual realizava, em média, 13+7 horas de atividade
fisica/semana ha 1927 meses desde a lesdo e nao ativo (n=9, 35 +11 anos).
Considerando todos os participantes o tempo médio de lesdo era de
11 £ 8 anos. Nao houve diferenca entre as médias das idades quando
comparado 0s grupos, o que demonstra homogeneidade da populacao
estudada. Esta foi garantida pela semelhanca na altura da lesdo (C5-C7),
além de todos pertencerem ao género masculino, o que reduz o efeito do
género, altura da lesao e da idade sobre a composicao corporal e indicadores
bioquimicos avaliados.

As principais causas da lesdo medular foram: acidente de transito
(46%), mergulho (42%), arma de fogo (8%) e tumor (4%). As atividades fisicas
praticadas pelos individuos eram: rugby, natacéao e musculagao.

As medidas antropométricas e a composicao corporal dos grupos sao
apresentadas na Tabela 1. Nao houve diferenca no comprimento, porém a
massa corporal total (MCT) e o indice de massa corporal (IMC) foram maiores
no grupo nao ativo (Tabela 1). Observamos a seguinte distribuicdo quando
considerados todos os individuos, 71% eutroficos, 21 % como sobrepeso e
8% dos com baixo peso (WHO, 2000). Sabe-se que ha uma proposta para um
ponto de corte especifico para IMC de individuos com LM, onde o porto de
corte para obesidade e riscos associados a obesidade sugerido seria (>
22,kg/m?) (Laughton et al., 2009). Se este ponto de corte fosse adotado nos
individuos avaliados, 50 % seriam classificados como eutréficos €.50 % como
obesos.

Em relacdo a composigcéao corporal o grupo ndo ativo apresentou maior
quantidade de massa gorda total (70%) e de tronco (160%) , e semelhante
quantidade de massa livre de gordura, quando comparado ao grupo ativo.
Possivelmente, os percentuais de gordura corporal total e de tronco, em
menor quantidade no grupo fisicamente ativo (Tabela 1), contribuiram para a
menor massa corporal e IMC, observados nesse grupo. Estes resultados

apontam para a eficacia da atividade fisica na manutengdo de um perfil
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corporal mais adequado a saude, porém, o exercicio ndo foi suficiente para
estimular alteracdes positivas sobre a massa livre de gordura, devido as
caracteristicas neurolégicas envolvidas na lesdo medular (COLLINS et al.,
1986; STIENS et al, 1997) e as proprias caracteristicas do exercicio proposto.

Tabela 1. Indicadores antropométricos e de composicao corporal
dos participantes fisicamente ativos e nao ativos.

Fisicamente Nao ativos

ativos p

n=15 nh=9
Massa corporal 63,5 19,4 73,3 £4,9 0.008
total (kg) (46,3-82,3) (64,1-78,4) ’
Comprimento 1,72 +0,07 1,72 0,06 0.997
(m) (1,58-1,84) (1,63-1,80) ’

21,3+2,3 24,8 +3,0
2 ’ ’ ’ ’

IMC (kg/m?) (16.0-251)  (19.8-29.1) 2003
Gordura total 241 +5,6 36,0 +5,2 <0.001
(%) (16,0-32,4) (26,5-42,9) ’
Gordura de 249 +7.6 40,5 16,5 <0.001
tronco (%) (12,8-38,2) (27,8-47,8) ’
Massa livre de 479 16,5 46,9 15,2 0.684
gordura (Kq) (38,4-64,2) (40,4-57,6) ’

* Média + desvio padrao
(valor minimo - maximo)
p — valor obtido pelo teste 7-student nao pareado

O IMC nao detecta a composicao corporal em gordura, embora alguns
autores tenham encontrado correlagdo entre gordura total e IMC
(SPIEGELMAN, et al., 1992; JONES et al., 2003; BOSY-WESTPHAL et al.,
2006). No presente estudo, o IMC dos individuos avaliados (n=24) apresentou
associacao positiva com a porcentagem de gordura total (r=0,50; p=0,005),
porcentagem de gordura de tronco (r= 0,57; p=0,003) e a massa livre de
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gordura (MLG) (r= 0,40; p=0,02) com o IMC (Gréfico 1), mostrando que apesar
de ndo ser um indice preciso da composicao corporal, pode ser utilizado para

classificar o estado nutricional de individuos com LM cervical.
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Grafico 1. Associagdes entre indice de massa corporal (IMC) e Gordura
total (A), IMC e Gordura de tronco (B) e IMC e Massa livre de gordura
(MLG) (C), nos individuos com lesdo medular estudados (n=24).

*Coeficiente de correlagédo e p-valor obtidos por correlagédo de Pearson

O acumulo de gordura corporal vem sendo apontado como um fator de
desequilibrio da homeostase antioxidante devido a liberacao de citocinas
inflamatérias (FURUKAWA et al., 2004; MASTALOUDIS et al., 2004; BEKRI et
al., 2006; GATER, 2007; RAMALHO, GUIMARAES, 2008; DELBIN et al.,
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2009). Além da acao pré-oxidante da gordura corporal, o equilibrio da
capacidade antioxidante pode ser influenciado por fatores ambientais, entre
eles a dieta (BENZIE, 2003) e a atividade fisica (ATALAY et al., 1996; Jl,
2002; AGUILO et al., 2005).

No presente estudo, ndo observamos diferenca entre os indicadores de
estado antioxidante, exceto a PCR, quando comparado os individuos
fisicamente ativos e ndo ativos (Tabela 2). E possivel que a intensidade do
exercicio praticado pelo grupo fisicamente ativo ndo tenha sido suficiente para
provocar adaptacdes aos sistemas antioxidantes intracelular (representado
pela atividade da SOD eritrocitaria) e extracelular (representada pela
albumina, acido dUrico, bilirrubina e alfa-tocoferol). Apesar dos resultados
similares entre o0s grupos, quando observados em conjunto (n=24) a
concentragcdo de acido urico encontrava-se acima (5%) dos valores de
referéncia, mas ndo ha evidéncias seguras que justifiquem este achado.
Varias hipbéteses podem ser levantadas, entre elas o aumento da ingestao de
purinas, de frutose ou a diminuicdo do clearance renal de urato (AMES et al.,
1981).
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Tabela 2. Indicadores bioquimicos de estado antioxidante nos individuos com

lesdo medular fisicamente ativos e ndo ativos.

Flsgc;ia‘:ggnte Nao ativos Valores de

(n = 15) (n=9) referéncia
Albumina sérica 4,3 +0,2 4,3 0,2 B
(g/dL) 4048 (3948 00 748
Acido arico 6,2 +1,5 6,4 +1,0 _
olasmatico (mg/dL)  (3,5-8.6) 4578 0674 25-60
Bilirrubina total 1,114 0,7 0,2 B
sérica (mg/dL) (0,4-6,3) 0413 %28 00-10
Alfa-tocoferol 13,2 5,0 13,8 16,8
plasmatico (umol/L) (4,3-25,1) (6,7-27,0) 0,911 > 16,2
SOD eritrocitaria 35,217,6 32,0 6,2 0311 -
(U/mg ptn) (25,9-57,7) (22,0-40,6) ’
Atividade
antioxidante total 5,2+2,2 4,9 2,5 0.791 i
plasmatica (2,4-9,8) (1,5-8,1) ’
(DPPH - pg/uL)
PCR plasmatica 05+£1,2 1,3+24 <05
(mg/dL) (0,0-4,2) (0,1-8,0) 0,034 ’
MDA plasmatico

0,4+0,2 0,4+0,3 ]
(umol/L) (0,0-0,7) (0,0-0,9) 0,857

* Média £ desvio padrao
(valor minimo — maximo)

SOD- Superoxido dismutase.

PCR - Proteina c-reativa ultra sensivel.

MAD - Malondialdeido

p — valor obtido pelo teste t-student nao pareado

A concentracao plasmatica de alfa-tocoferol pode ser empregada como
indicador de estado nutricional de vitamina E (SOKOL, 1988). Embora, seja
considerado de baixa sensibilidade (DRI, 2000), muitos autores a utilizam
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(MORRISSEY, SHEEHY, 1999; BURRI et al., 2003; MOUSSAVI et al., 2003;
CAPURON et al., 2009). Tem sido sugerido que a concentracéo plasmatica de
alfa-tocoferol em individuos com LM, geralmente € menor do que o ponto de
corte adotado por estudos anteriores também realizados com individuos com
LM (BURRI et al., 2003; MOUSSAVI et al., 2003). As justificativas envolvem a
relacdo inversa com o aumento da producao de substancias oxidativas (BURRI
et al., 2003), com a idade em que o individuo sofreu a lesdo, e direta com o
nivel socioeconémico (MOUSSAVI et al., 2003).

Similar a outros autores no presente estudo, encontramos baixas
concentracdes plasmaticas de alfa-tocoferol, segundo os pontos de corte
estabelecidos por Morrissey e Sheehy (1999) para individuos sem LM. Quando
considerado todos os individuos (n=24), observamos que 50% encontrava-se
com deficiéncia (abaixo de 11,6 umol/L) e 29% (n=7) com deficiéncia marginal
(entre 11,6 — 16,2 uymol/L) (Tabela 3). A frequéncia de deficiéncia por grupo,
apontou para maior percentual de deficiéncia no grupo nao ativo (56%; n=5)
enquanto o grupo fisicamente ativo (47%; n=7) apresentou menor freqiéncia
(Tabela 3).

Tal achado pode ser atribuido a varias hipoteses, entre elas a reduzida
ingestao dietética (MORRISEY, SHEEHY, 1999), elevada necessidade de alfa-
tocoferol como agente antioxidante devido ao desequilibrio oxidativo (IS et al.,
2006), reducao da concentracao plasmatica de liporoteina (a) (SOKOL, 1988;
UTER, 1989; SCHMID et al., 1998b) ou deficiéncia de lipoproteina lipase
(KAYDEN, TRABER, 1993; SCHMID et al, 2000). A deficiéncia de alfa-
tocoferol pode acarretar problemas como fraqueza muscular, reducdo da
percepcado de vibracdes e posicao, ataxia de membros e troncos, movimentos
irregulares dos olhos (oftalmoplegia), retinopatia pigmentar, miopatias
esqueléticas (SOKOL, 1988). A concentracdo plasmatica de alfa-tocoferol esta
associada positivamente com a melhora da funcado imune e anti-inflamatéria
(CAPURON et al, 2009).

CAPURON et al. (2009) observaram em idosos sem lesdao medular, uma
relacdo negativa entre as concentracdes plasmaticas de PCR e alfa-tocoferol.
Mostrando que o alfa-tocoferol plasmatico pode atuar como um antioxidante
reduzindo a agao da PCR sobre a liberacao de EROs. No presente estudo, a

concentragdo de PCR estava acima do valor considerado como ponto de corte
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para ambos 0s grupos, porém o grupo ativo apresentou menor concentragao
plasmatica. Observamos também uma correlagdo negativa entre as
concentracdes de alfa tocoferol e de PCR plasmaticos (r= -0,43,p=0,039)
semelhante ao estudo anterior (Tabela 2).

Tabela 3. Distribuicdo dos individuos de acordo com a concentracido
plasmatica de alfa-tocoferol.

Fisicamente ~ . Todos
ativos Naczna_tlg\;os individuos
(n=1 5) - (n=24)
% (n) % (n) % (n)
Deficiéncia real 47 (7) 56 (5) 50 (12)
(< 11,6 pmol/L)
Deficiéncia marginal
(11,6-162umoi) 20O 20 (2) 29 (7)
Aceitavel 20 (3) 20 (2) 21 (5)

(>16,2 pmol/L)

Valores de referéncia propostos por Morrissey e Sheehy (1999).

A concentragao plasmatica da PCR pode ser utilizada como preditor de
risco de doencas cardiovasculares (PEARSON et al., 2003), indicador pro-
oxidante (MASTALOUDIS et al., 2004) e esta diretamente relacionada com a
quantidade de tecido adiposo (FURUKAWA et al., 2004). Valores de PCR
superiores a 1,0 mg/dL sdo decorrentes de inflamacédo ou infecgdo, sendo
recomendado a realizacdo de outros exames com a finalidade de descobrir a
real causa (MYERS et al, 2004). Em individuos com LM o0s processos
inflamatoérios sao recorrentes, principalmente devido as constantes infeccoes
urinarias e em virtude das ulceras de pressado (FROST et al., 2005; WANG et
al., 2007). No presente estudo, os valores de concentragcédo de PCR superiores
ao valor considerado com referéncia (0,5 mg/dL, Laboratério Hélion Pévoa)

para o diagnostico de processo inflamatério foi observado em 2 individuos
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(8,3%) do grupo ativo e 3 (12,5%) do grupo nao ativo. Quando comparada a
concentracdo de PCR entre os grupos (Tabela 2), encontramos diferenca
significativa ressaltando a importancia da pratica de atividade fisica na reducao
da concentracdo dessa proteina de fase aguda, ja que a mesma esta
relacionada com o tecido adiposo,

Excluindo os individuos com processos inflamatérios de origem
desconhecida (n=4, sendo 2 do grupo fisicamente ativo e 2 do grupo néao
ativo), observamos varias correlacées entre a PCR e outros indicadores. Em
relacdo a composicao corporal, o porcentual de gordura total, de tronco, além
da massa gorda total e massa gorda de tronco relacionaram-se positivamente
com a PCR quando avaliados todos os individuos com concentracao de PCR
inferior a 1,0 mg/dL (n=20) (Tabela 4).

As correlagcbes positivas entre a gordura corporal e PCR, ja eram
esperadas, pois se sabe que o tecido adiposo secreta IL-6, que regula a
sintese de PCR no figado (WISSE, 2004). Tais resultados ressaltam a
importancia de uma composicao corporal com reduzido percentual de gordura
0 que, possivelmente, prevenira DCV (DESPRES et al.,1990; PEARSON et
al.,, 2003), apontada como uma das principais causas de morte de em
individuos com lesdo medular (DEVIVO et al., 1999; GROAH et al., 2001;
MYERS et al., 2007).

Observamos também uma correlacdo negativa entre as concentracoes
de alfa tocoferol e de PCR plasméticos (r= -0,43, p=0,039) (Tabela 2)
semelhante ao estudo de Capuron et al. (2009) realizado em idosos sem lesao
medular, que sugerem que o alfa-tocoferol plasmatico pode atuar como um
antioxidante reduzindo a agdo da PCR sobre a liberagdo de EROS.
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Tabela 4. Relacéo entre adiposidade e concentracao plasmatica
de PCR (<1,0 mg/dL) nos individuos fisicamente ativos e néo

ativos (n=20)*

Adiposidade vs PCR r p
Gordura total (%) 0,727 <0,001
Gordura de tronco (%) 0,707 <0,001
Massa gorda total (Kg) 0,739 <0,001
Massa gorda de tronco (Kg) 0,676 0,001

* Foram excluidos 4 individuos, 2 do grupo fisicamente ativo e 2 do grupo nao
ativo, os quais apresentaram a concentragao da PCR superior a 1,0 mg/dL.
p-valor obtido pela correlagcao de Pearson

De acordo com a classificacdo para risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares segundo a concentragdo de PCR plasmatica
(PEARSON et al, 2003), observamos que 33% (n=8) dos individuos estao com
baixo risco, 33% (n=8) com médio risco e 33% (n=8) classificados com alto
risco (PEARSON et al.,, 2003). Ao investigarmos por grupo o nao ativo
apresenta maior risco de desenvolvimento de DCV (66%, n=6) do que o grupo
ativo, demonstrando que a pratica de atividade fisica pode ser um importante
aliado a prevencéao de DCV.

Apesar da producdo de PCR esta relacionada com o desequilibrio
oxidativo, ja que sua producao no figado é estimulada pela IL-6 liberada por
neutroéfilos, macréfagos e mondcitos juntamente com a liberacdo de radicais
livres (MASTALOUDIS et al, 2004), ndo encontramos em nosso estudo,
correlacdo entre a PCR e o indicador de lipoperoxidacdo (concentracao
plasmatica de MDA).

O MDA é um dos produtos da oxidacao de acidos graxos (FINAUD et
al.,, 2006). O aumento na concentragcdo de MDA pode estar relacionado a
pratica de atividade fisica, tal como observado anteriormente em individuos
sem LM (SOUZA Jr et al.,2005). Duijnhoven et al. (2010) ndo encontraram
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aumento do MDA apd6s estimulo elétrico em individuos tetraplégicos e
paraplégicos sedentarios, os autores sugeriram que a estimulacao elétrica nao
foi capaz de causar adaptacdes provocadas pela atividade fisica voluntaria.
No presente estudo, apesar do grupo ativo praticar atividade fisica
voluntaria por pelo menos 4 meses (5 horas semanais divididas em trés vezes
por semana), nao foram observadas alteragdes na concentracdo plasmatica
do MDA quando comparado ao grupo nao ativo (Tabela 2). Porém,
observamos a relagdo positiva (r=0,38, p=0,014) entre a razdo tempo de
pratica continua de atividade fisica (TAF meses) : tempo de lesdo (TL meses)
e a concentracdo plasmatica MDA (Grafico 2), mostrando que mesmo sem
diferenca entre os grupos o tempo de pratica de exercicios pode ter

estimulado a lipoperoxidacao.
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Grafico 2. Relacdo da razao tempo de pratica de atividade fisica continua
: tempo de lesdo (TAF:TL) com a concentragédo de malondialdeido (MDA)
plasmatico no grupo fisicamente ativo (n=15).
*p-valor obtido pelo teste de regressao linear
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Considerando a menor frequéncia de deficiéncia de alfa-tocoferol no
grupo ativo do que no grupo nao ativo, supomos que a relagéo citada acima
seja uma sinalizacdo para mobilizacdo do alfa-tocoferol do tecido adiposo. A
similar concentracao plasmatica de MDA entre os grupos, pode indicar que
outro processo, sem ser a atividade fisica, esta influenciando a manutencgao
da concentracdao deste produto, porém este ndo € suficiente para a
mobilizacado do alfa-tocoferol, uma vez que a frequéncia de deficiéncia é maior
no grupo nao ativo.

Avaliando os resultados em conjunto a maior freqtiéncia de deficiéncia
de alfa tocoferol, 0 aumento da concentracdo de PCR no grupo nédo ativo e a
correlacdo entre a concentracdo de PCR e alfa-tocoferol, indicam que
provavelmente o alfa-tocoferol esta agindo como antioxidante frente ao

estimulo pro-oxidante da PCR.
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram a importancia da pratica da atividade
fisica continua para uma melhor composi¢ao corporal, com menor massa gorda
total e de tronco em individuos com LM, influenciando diretamente o IMC e com
isso, possivelmente reduzindo o risco de doencgas cronicas. A intensidade e a
freqUéncia da atividade fisica desenvolvida pelo grupo estudado nao foi capaz
de gerar adaptacdes a capacidade antioxidante. Porém, a relagdo entre a razao
TAF:TL e a concentracdo plasmatica de MDA mostrou que a atividade fisica
praticada promove a lipoperoxidagao. A menor frequéncia de individuos com
deficiéncia em alfa-tocoferol no grupo fisicamente ativo sugere que ha um
estimulo a mobilizacdo desta vitamina do tecido adiposo, fato que nao ocorre
no grupo nao ativo na tentativa de maior protecdo antioxidante. O estado
nutricional deficiente em alfa-tocoferol pode influenciar negativamente a funcao
antiinflamatéria, como observado em idosos e similarmente demonstrado no
presente estudo.

E importante que haja uma maior atencdo em relacdo ao consumo de
alimentos ricos em vitamina E por individuos com LM para adequar o estado

nutricional desta vitamina.
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A Comissdo de Ftica em Pesquisa - COEP, em sua 5" Reunido Ordinaria em 18 de junho de 2000,
analisou o protocolo de pesquisa n®. 027.3.2009, segundo as normas éticas vigentes no pais para pesquisa
envolvendo sujeitos humanos e emite seu parecer.
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Pesquisador Responsavel: Josely Correa Koury
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Sumario: Este projeto pretende estudar os beneficios da nutrigdo ¢ da atividade fisica sobre indicadores
bioquimicos de estresse oxidativo, lipidograma , liberagfio hormonal, microcirculagio ¢ satide ossca,
comparndo tesultados obtidos em atletas deficientes fisicos com aqueles obtidos em sedentirios e
também deficientes. A pesquisa envolvera 40 sujeitos.

Objetivo: O presente projeto visa identificar ¢ comparar as adaptagdes metabolicas e, osscas, hormonais
¢ de mucrocirculagio geradas pelo exercicio, em sedentarios e atletas cadeirantes através do uso de
indicadores fisioldgicos e bioquimicos.

Consideragdes Finais: A COEP considerou o projeto relevante, apresentando coeréncia interna desde a
introdugdo. apoiado em bibliografia adequada a proposta do estudo. O TCLE ¢ claro ¢ de facil
compreensdo. O curriculum dos pesquisadores estdo adequados ao projeto proposto.

Apds o atendimento a solicitagdo do Parecer COEP 1°040/2009, a Comissdo deliberou pela aprovacio
do projeto.

Faz-se necessario apresentar Relatorio Anual - previsto para agosto de 2010, para cumprir o disposto no
item VII 13.d da RES. 196/96/CNS. Além disso, a COEP devera ser informada de fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo, devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a
ser interrompido ¢/ou os resultados ndo sejam publicados.

Situacio: Projeto Aprovado Rio de Janeiro, 07 de agosto de 2009

g P
)= bt
Prof. Dr. Olinto Pegoraro
Coordenador da Comissiio de Etica em Pesquisa - UER.J
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Instituto de Nutricao
Departamento de Nutricio Basica e Experimental

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome: Contato:

TRABALHO DE PESQUISA: Nutricio e exercicio como a¢des para melhoria da qualidade de
vida, condicionamento fisico e saiide de individuos cadeirantes.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa com o objetivo de estudar
os beneficios da nutricdo e da atividade fisica sobre indicadores bioquimicos de estresse oxidativo,
lipidograma, liberacdo hormonal, microcirculacdo e saude éssea. O estudo comparard os resultados
obtidos em atletas deficientes fisicos com aqueles obtidos em sedentdrios também deficientes. Com isso,
pretendemos colaborar com orientacdes dietéticas e de atividade fisica para a melhor qualidade de vida e
saude de individuos que possuem predisposi¢do a doencas geradas pelo sedentarismo e pela deficiéncia
fisica. O estudo contard com coleta de dados a partir da aplicacdo de questiondrios e terd uma tnica coleta
de sangue, medidas antropométricas, densitometria Ossea, videocapilaroscopia. Dos dados coletados
apenas a coleta de sangue € invasivo e serd realizada por um profissional treinado e capacitado para tal
atividade e em local apropriado. Serd utilizado material descartdvel e todo o procedimento de assepsia
serd realizado. A drea ao redor do local em que for inserida a agulha poderd ficar vermelha, um pouco
inchada e porventura com pequeno hematoma, porém, sem risco a saide do(a) voluntdrio(a). Todas as
informagdes coletadas e obtidas, através de questiondrios e da andlise bioquimica do sangue, serdo
mantidas em sigilo e ndo serdo divulgadas isoladamente, e, sim como resultado conjunto, sem a
possibilidade de identificagdo daqueles que participaram do estudo.

Esclarecemos, ainda, que este estudo ndo oferece risco algum para sua saide e que ndo havera
despesas por parte dos participantes, nem mesmo retorno financeiro. Vocé terd acesso a todos os
resultados das andlises realizadas e caso deseje se retirar da pesquisa poderd fazé-lo, a qualquer momento,
sem nenhum tipo de prejuizo.

Declaro estar ciente das informagdes deste Termo de Consentimento e concordo voluntariamente
em participar deste estudo, sabendo que poderei me retirar do mesmo a qualquer momento sem
penalidade.

Data: _ /__ /

Assinatura do (a) voluntario (a)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntiria o Consentimento Livre e Esclarecido do (a)
voluntdrio (a) para participacéo no estudo.

Data: _ /__ /

Assinatura do responsdvel pelo estudo

Profa. Dra. Josely Correa Koury (INU / UER]J) Telefone contato: 2587 — 7218 (99191082)
Profa Dra. Flavia Fioruci Bezerra (INU/UERJ) Telefone de contato: 2587 — 7218 (81693454)

Enderego para contato — R. Sdo Francisco Xavier 524, sala 12034 blocoE. Maracana

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsdvel, comunique o fato a Comisséo de
Etica em Pesquisa da UERJ: Rua Sao Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 3° andar, - Maracani - Rio de
Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br - Telefone: (021) 2569-3490.
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ANEXO C - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS GERAIS

Nutricao e exercicio como acoes para melhoria da qualidade de vida,

condicionamento fisico e saude de individuos com tetraplegia.

Identificacao:

Nome: N? identificacao:

Data de Nascimento: /[ Idade:

Escolaridade:

Telefone:

Email:

Histoéria Patologica Pregressa:

( ) HAS ( ) Obesidade ( ) Diabetes tipo 2

( )AVC ( ) Cancer ( ) Trauma Muscular
( ) Doencas Cardiovasculares |( ) Hipercolesterolemia |( ) Trauma Articular
( ) Doencgas Renais ( ) Hipertrigliceridemia  |( ) Trauma Osseo
( ) Doencas Pulmonares ( ) Hiperurecemia ( ) Escaras

( ) Doenca Hepatica ( ) Anemias ( ) Outras

( ) Diabetes tipo 1 ( ) Cirurgias

Historia Familiar:

Céancer:( )pai ( )mae ( )avos ( )irméaos

HAS: ( )pai ( )mae ( )avos ( )irmaos

Diabetes: ( )pai ( )mae ( )avoés ( )irmaos

Obesidade: ( )pai ( ) mae ( )avés ( )irmaos

AVC:( )pai ( )mae ( )avés ( )irmaos

Histéria Social:

Atividade profissional: Carga Horaria:

Situagao Conjugal: ( ) casado ( ) solteiro ( ) separado ( ) vilvo

Tem enfermeiro/acompanhante: ( ) sim ( ) néo

Tabagismo: ( ) sim () nao Etilismo: ( ) sim () ndo
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Anabolizantes: ( ) sim () ndo Quais:

Suplementos Nutricionais: ( ) sim () ndo Quais:

Historia da lesao medular:

Data da lesao: Idade quando ocorreu a lesao:

Etiologia da leséo:

Altura da lesao: Tipo de leséao:

Comprometimento de quais membros:

Placa metalica em alguma parte do corpo: ( ) sim ( ) ndao Onde:

Historico de Atividades Fisicas:

Horas por dia Dias por semana

Tempo gasto assistindo TV

Tempo gasto no computador

Tempo gasto em atividades ao ar

livre

Tempo gasto com exercicio fisico

Tempo gasto com treino para o rugby

Ha quantos anos pratica o rugby competitivo:

Praticava alguma atividade fisica antes da lesdo: ( ) sim ( ) ndo Qual:

Fatores de Estresse metabodlicos:

( ) Cirurgias ( ) Traumas ( ) Infeccao




Medicacao de uso frequente:
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Nome da droga

Dose

Inicio em:




