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“Tempo dificil esse em que estamos,
onde é mais facil quebrar um atomo
do que um preconceito.”

Albert Einstein
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E os teus planos enfim la se foram por terra,

Mas sei que vi, um dia - a longa, a inutil guerra!

Vi sorrir nesses cansados olhos um orgulho triste...

Mario Quintana



RESUMO
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RETINOL E CAROTENOIDES EM PACIENTES HEMODIALISADOS E
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AUTOR: MIGUEL ROEHRS
ORIENTADORA: SOLANGE CRISTINA GARCIA
Data e Local de defesa: Santa Maria, 20 de janeiro de 2009.

A insuficiéncia renal crénica (IRC) é uma lenta e progressiva diminuicdo da
funcao renal sendo um dos principais problemas de saude publica do nosso pais. A
hemodidlise é o tratamento padrdo aos quais estes pacientes sdo submetidos. Apesar
de aumentar a sobrevida do paciente, ele € incapaz de corrigir totalmente os disturbios
metabdlicos. Esse procedimento acaba amplificando o estresse oxidativo muito comum
em pacientes com IRC. Esses disturbios somados ao estresse oxidativo sdo os
principais fatores que podem desencadear o desenvolvimento de doencgas vasculares e,
sabe-se que estas sdo as principais causadoras de morbidade e mortalidade nestes
pacientes. Por outro lado, € importante estudar a condigdo micronutricional nestes
pacientes, relacionada a vitaminas e carotendides, uma vez que, substancias exégenas
potencialmente antioxidantes poderiam exercer um papel protetor contra as doengas
vasculares. Por isto, a avaliacdo conjunta dos niveis de algumas vitaminas,
carotendides, parametros do estresse oxidativo e ainda parametros bioquimicos em
pacientes com IRC submetidos ao tratamento de hemodialise sdo relevantes. Neste
estudo foram quantificados os niveis sanguineos de vitamina A (retinol), vitamina E (a-
e y- tocoferol), carotendides (licopeno, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a- e B-
caroteno); biomarcadores do estresse oxidativo, como glutationa reduzida (GSH),
malondialdeido (MDA), atividade das enzimas &-aminolevulinato desidratase (ALA-D),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), e alguns
parametros bioquimicos (uréia, creatinina; perfil lipidico: colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL e triglicerideos e suas relacdes) em pacientes com IRC submetidos ao
tratamento de hemodialise (HD) (n=29) e em um grupo de individuos saudaveis (grupo
controle; n=20). Os niveis de retinol foram significativamente aumentados nos pacientes
HD. Dos carotendides, apenas o licopeno € o a- caroteno apresentaram diminui¢cao
significativa nos pacientes. Os niveis de MDA plasmatico e GSH eritrocitaria e as
atividades das enzimas SOD e CAT estavam aumentados nos HD; diferentemente da
GPx e da ALA-D que estavam diminuidas. Em relagdo aos parametros bioquimicos, os
niveis de uréia e creatinina estavam aumentados, assim como os parametros do perfil
lipidico (colesterol total, LDL e triglicerideos), o colesterol HDL estava diminuido. A
relacdo colesterol total/colesterol HDL e colesterol LDL/colesterol HDL também
conhecidos como indice de risco coronariano estavam aumentados cerca de trés vezes
nos pacientes hemodialisados. Ainda, o retinol apresentou correlacdo negativa com a
enzima ALA-D e correlagdes positivas com o MDA, SOD e CAT. Os niveis de licopeno



apresentaram correlacées negativas com o MDA, colesterol LDL e com a relagcédo
colesterol LDL/ colesterol HDL. Através dos resultados obtidos os pacientes HD
apresentam algumas desordens em relacdo a algumas vitaminas, carotendides e
enzimas enddgenas. Dentre as vitaminas, o retinol em concentragdes elevadas pode
ser sugerido como um agente oxidante/pro-oxidante. Dentre os carotenodides, baixas
concentracoes de licopeno podem representar um fator adicional na aterogénese, pois
possui tanto acao antioxidante quanto hipocolesterolémica.

Palavras chave: carotenodides; retinol; tocoferéis; hemodialise; estresse oxidativo.
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Chronic renal failure (CRF) is a slow and gradual decline of renal function and it
constitutes a major public health problem in our country. The haemodialysis treatment is
the standard to which these patients are submitted. Despite increasing the survival of
the patient, it is unable to fully correct the metabolic disorders. This procedure has
amplified oxidative stress, which is very common among patients with CRF. These
disorders added to the oxidative stress are the main factors that can trigger the
development of vascular diseases. And these are the main cause of morbidity and
mortality in these patients. It is also important to study the nutrition condition in these
patients, related to vitamins and carotenoids, since exogenous antioxidants could
potentially have a protective role against vascular diseases. In this study it was
quantified the blood levels of vitamin A (retinol), vitamin E (a-and y-tocopherol),
carotenoids (lycopene, lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, a-and [(-carotene),
biomarkers of oxidative stress, as reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA),
d-aminolevulinate dehydratase (ALA-D), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD), and some biochemical parameters (urea, creatinine,
lipid profile : total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides and
their relation) in patients with CRF submitted to the treatment of haemodialysis (HD) (n =
29) and a group of healthy subjects (control group, n = 20). The levels of retinol were
significantly increased in haemodialysis patients. Among carotenoids, only the a-
carotene and lycopene showed a significant decrease in patients. The plasma MDA and
erythrocyte GSH levels and the activities of enzymes SOD and CAT were increased in
HD, unlike the GPx and ALA-D that were reduced. The biochemical parameters urea
and creatinine levels were increased, as observed in the parameters of the lipid profile
(total cholesterol, LDL and triglycerides), already the HDL cholesterol was decreased.
The total cholesterol / cholesterol HDL and LDL cholesterol / HDL cholesterol also
known as coronary risk index were increased about three times in haemodialysis
patients. Besides, the retinol showed negative correlation with the enzyme ALA-D and
positive correlations with the MDA, SOD and CAT. The levels of lycopene had negative
correlations with the MDA, LDL cholesterol and with LDL cholesterol / HDL cholesterol.
The results obtained suggest that HD patients have some disorders for some vitamins,
carotenoids and endogenous enzymes. Among the vitamins, the retinol appears in high
concentrations and act as an oxidant agent / pro-oxidant. Among the carotenoids, the
low concentrations of lycopene may represent an additional factor in atherogenesis,
since it has antioxidant and hypocholesterolemic activity.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertagcdo estdo apresentados sob a
forma de artigos, os quais se encontram no item artigo € manuscrito. As secoes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos préprios artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens Discussao e Conclusdes, encontrados no final desta dissertacéo,
apresentam interpretacées e comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos
neste trabalho.

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citagées que aparecem nos
itens Introducao, Revisao Bibliografica, Discussao e Conclusoes desta dissertacao.

Os artigos estao estruturados de acordo com as normas das revistas cientificas
para as quais foram submetidos:

Artigo | — Nephrology and Dialysis Transplantation.
Manuscrito | — Clinical Biochemistry.

O artigo | foi aceito para a publicagéo, j& o manuscrito acima esta nos moldes da

revista.



1. INTRODUCAO

A insuficiéncia renal crénica (IRC) é atualmente um dos principais problemas de
saude publica no nosso pais (Romao, 2004). Dados projetados para a populagéao
brasileira estimam que existam cerca de 1,4 milhdo de pessoas com IRC em diferentes
estagios (Passos et al., 2003; Romao, 2004). Considerando apenas a populacdo com
doenca renal terminal, no Brasil temos aproximadamente 60.000 pacientes mantidos
em programas cronicos de didlise, com uma incidéncia crescente de 8% ao ano
(Passos et al.,, 2003; Romao, 2004). A IRC pode ser tratada pela purificacao
extracorporea do sangue através de processos dialiticos (hemodidlise ou dialise
peritoneal) ou transplante renal. Embora o transplante renal seja o tratamento de
escolha, ha dificuldades para se obter numero suficiente de doadores compativeis para
suprir a demanda necessaria. Sendo assim, os tratamentos dialiticos, principalmente, a
hemodialise, continuam sendo a op¢cao mais usada na IRC (Mallick e Gokal, 1999). O
tratamento regular de hemodialise ameniza parte dos problemas apresentados na IRC
e permite uma maior sobrevida ao paciente. Contudo, ele € incapaz de corrigir
totalmente os profundos disturbios metabdlicos aos quais 0s pacientes urémicos estao
sujeitos (Drai et al., 2001).

A doenca cardiovascular, apesar de todo o avango terapéutico e tecnoldgico,
continua sendo a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com
doenca renal crénica (Appel, 1991; Attman et al., 1991). Isto se agrava nos pacientes
com insuficiéncia renal terminal em tratamento dialitico, quer por hemodialise ou didlise
peritoneal (Appel, 1991). A mortalidade por doenga cardiovascular, nestes pacientes, €
10 a 30 vezes maior do que a populacao em geral (Levey et al, 1998). Os fatores de
risco para o desenvolvimento de doenga cardiaca coronariana aterosclerotica, nestes
pacientes, sdo os tradicionais, como a hipertensdo arterial sistémica, o diabetes
mellitus, dislipidemias e hiperhomocisteinemia associados a fatores ditos nao
tradicionais como niveis séricos de calcio e fésforo, inflamacao e estresse oxidativo,
entre outros (Longenecker et al, 2002; Mathur et al, 2002; Prichard, 2003; Gould et al,
1995). O papel dos lipidios na causa da aterosclerose tem sido demonstrado por varios
estudos onde o0 aumento do colesterol total e do LDL, associados a diminuicao do HDL



e outras alteracoes lipidicas tém se constituido em importantes fatores de risco de
doenca coronariana e morte (Gould et al., 1995; Longenecker et al., 2002; Mathur et al.,
2002). A reducédo de 10% no colesterol sérico total através de intervencao terapéutica
pode diminuir o risco de doencga cardiovascular em até 15% e da mortalidade em 11%
(Gould et al., 1995).

O estresse oxidativo, um desequilibrio entre antioxidantes e oxidantes (espécies
reativas), € um fator potencialmente importante na mortalidade dos pacientes com
insuficiéncia renal cronica (IRC) e mediador de muitas complicagbes, principalmente
cardiovascular e neurologica (Locatelli et al., 2003). Frente a acao potencial de
espécies reativas, torna-se vital um delicado controle de sua producdo e consumo
dentro das células, ou seja, um fino balanceamento de sua concentragéo intra e extra
celular. Isso é possivel gracas a atividade dos antioxidantes que, removendo as
substancias reativas, as mantém em baixas concentragdes (Reilly et al., 1991). Os
principais antioxidantes sao vitaminas, carotenodides e enzimas enddégenas como a
glutationa peroxidase (GPx), a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). O
retinol, a forma de maior circulagdo da vitamina A no organismo, serve como um
precursor metabdlico de outros retindides. Possui grande poder antioxidante (Quadro et
al.,, 2003), porém varios estudos comprovam a acao do retinol, quando em altas
concentragdes, como um agente oxidante/pré-oxidante (Dal Pizoll et al., 2000).

Assim, objetivou-se neste estudo verificar a condicdo micronutricional
relacionada a potenciais antioxidantes exogenos, como retinol, tocoferdis e
carotendides, em amostras sanguineas de pacientes submetidos ao tratamento de
hemodialise. E ainda, pesquisar possiveis correlagdes com o dano oxidativo. Pois sabe-
se que estes pacientes possuem disturbios metabdlicos e nutricionais que podem trazer

como conseqliéncia o aumento do risco de doencas vasculares.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insuficiéncia Renal Crénica (IRC)

A doenca renal crbnica consiste em lesdao renal com perda progressiva e
irreversivel das fungdes renais glomerulares, tubulares e enddcrinas. Em sua fase mais
avancada é chamada insuficiéncia renal crénica (IRC) e é a via final comum de uma
variedade de afeccdes renais (Bevilacquia et al., 1995).

De acordo com recente consenso da National Kidney Foundation, a IRC é
caracterizada por um indice de filtragdo glomerular inferior a 60 ml/min/1,73m? de
superficie corporal. O grau da IRC varia de acordo com o indice de filiracao glomerular
e valores abaixo de 15 ml/min/1,73m? ja indicam a faléncia renal (Draibe e Cendoroglo,
2004).

Varias patologias podem originar a IRC e dentre as mais comuns estdo a
hipertenséo arterial grave, o diabetes mellitus, a glomerulonefrite crnica, a nefropatia
tubulo intersticial crbnica, os processos renais obstrutivos crénicos e as doencas
hereditarias tais como rins policisticos e sindrome de Alport (Warnock, 1997; Mallick e
Gokal, 1999; Parmar, 2002; Draibe e Cendoroglo, 2004).

Na IRC, a perda de fungbes tais como a manutencédo do equilibrio hidroele-
trolitico e &cido-base, excrecdo de catabdlitos e funcdo reguladora hormonal
desencadeia sérios problemas para o paciente como a anemia, deficiéncia imunoldgica,
tendéncia a hemorragias, desordens no metabolismo de lipidios, carboidratos e
proteinas e, varios distarbios resultantes do acumulo de toxinas normalmente
excretadas pela urina, a chamada sindrome urémica (Mafra et al., 1999). Além destes
problemas, a doenga cardiovascular € uma das principais causas de morte dos
pacientes com IRC (McGrath et al., 1995).

A IRC pode ser tratada pela purificacdo extracorpérea do sangue através de
processos dialiticos (hemodialise ou didlise peritoneal) ou transplante renal. Embora o
transplante renal seja o tratamento de escolha, ha dificuldades para se obter niUmero
suficiente de doadores compativeis para suprir a demanda necessaria. Sendo assim, 0s



tratamentos dialiticos, principalmente, a hemodidlise continuam sendo a opgao mais
usada na IRC (Mallick e Gokal, 1999).

2.2 Hemodialise

A hemodidlise € um tratamento utilizado para filtragdo do sangue, por meio do
seu bombeamento até um aparelho contendo membranas semipermeaveis, para
retirada de impurezas e substancias toxicas do organismo. Em seguida, o sangue
retorna purificado para o individuo (Mallik e Gokal, 1999).

O sangue circula por um aparelho externo, o dialisador, através de um tubo
estéril conectado a fistula arteriovenosa (conexao artificial entre uma artéria e uma
veia), habitualmente com fluxo entre 200 e 300 ml/min. No interior do dialisador, uma
membrana artificial semipermeavel composta por um conjunto de filtros capilares
separa o0 sangue de um liquido, o dialisado, que possui uma composicao eletrolitica
similar a dos liquidos corp6reos normais. A pressao no compartimento da membrana
onde se encontra o dialisado é menor que a do compartimento onde se encontra o
sangue, permitindo a filtracdo de liquidos, produtos da degradacdao metabdlica e
substancias toxicas presentes no sangue, que ficam no dialisado (Curtis, 1997; Mallik e
Gokal, 1999).

A solucao de didlise contém solutos como: sodio, potassio, bicarbonato de sodio,
célcio, magnésio, cloro, dentre outros, que irdo entrar em equilibrio com o sangue
durante o processo dialitico, mantendo assim a concentracdo sérica desses solutos
dentro dos limites normais. E importante ressaltar que a agua usada na solugéo dialitica
deve ser cuidadosamente tratada e sua qualidade monitorada regularmente. A
presenca de compostos organicos como bactérias, fungos, dentre outros ou compostos
inorganicos como, por exemplo, aluminio, flior e cloramina podem levar a patologias e
distarbios metabdlicos importantes (Curtis, 1997; Mallik e Gokal, 1999).

O tratamento regular de hemodialise ameniza parte dos problemas apresentados
na IRC e permite uma maior sobrevida ao paciente. Contudo, ele é incapaz de corrigir
totalmente os profundos disturbios metabdlicos aos quais 0s pacientes urémicos estao



sujeitos. Além disso, esse procedimento amplifica o estresse oxidativo na IRC (Nguyen-
Khoa et al., 2001; Morena et al., 2002; Himmelfarb et al., 2002).

2.3 Insuficiéncias renais e disturbios metabdlicos e nutricionais

A insuficiéncia renal cronica normalmente estd associada a disturbios
metabdlicos e nutricionais. A desnutricdo estd presente em pacientes mantidos sob o
tratamento de hemodialise, sendo que aproximadamente 33% apresentam desnutricao
leve a moderada e de 6 a 8% grave (Cuppari et al., 1989; Bergstrom, 1995; Valenzuela
et al., 2003). A literatura demonstra a participacéo de diversos fatores contribuintes para
a manifestagdo da desnutricdo na insuficiéncia renal cronica: ingestdo alimentar
deficiente, disturbios hormonais e gastrintestinais, uso de medicamentos, didlise
insuficiente e presenca de morbidades, como a insuficiéncia cardiaca e infecgdes. Além
disto, a ma nutricdo também tem sido associada a inadequada ingestao de proteina,
aumento do gasto energético durante o tratamento. Portanto, € de fundamental
importancia a prevencao da desnutricdo ou intervengao apropriada naqueles pacientes
que ja se apresentam desnutridos. O fornecimento adequado de nutrientes nas diversas
etapas do tratamento favorece tanto a manutencdo ou recuperacdo do estado

nutricional como a prevengao ou redugéo da toxicidade urémica (Chazot et al., 2001).

2.4 Estresse oxidativo e hemodialise

O estresse oxidativo € um fator potencialmente importante na mortalidade dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) e mediador de muitas complicagdes,
principalmente cardiovascular e neuroldgica (Locatelli et al., 2003). Esta envolvido na
patogénese da hipertensao, disfungcao endotelial, aterosclerose e inflamacao. Encontra-
se na insuficiéncia renal leve e moderada, bem como naqueles que ja necessitam de
hemodialise. Na IRC, o estresse oxidativo ocorre pelos efeitos das toxinas urémicas,
angiotensina Il, citocinas proinflamatérias, sobrecarga de ferro, infecgdes crénicas,
desordens imunoldgica ou metabdlica, assim como o diabetes (Locatelli et al., 20083;
Vaziri, 2004; Wardle, 2005).



Apesar da hemodialise possibilitar aumento na sobrevida de pacientes com IRC
(Drai et al., 2001), este procedimento amplifica o estresse oxidativo devido a multiplos
fatores como: um aumento da producdo de EROs e ERNs originarios do metabolismo
oxidativo; perda de antioxidantes hidrossoluveis, como a vitamina C; anormalidades no
metabolismo de lipidios; uso de membranas incompativeis, e impurezas na agua de
hemodialise (Canaud et al., 1999; Morena et al., 2000; Drai et al., 2001; Morena et al.,
2002).

2.5 Vitamina E (tocoferois)

Vitamina E € uma descricdo genérica para quatro diferentes tocoferdis e quatro
diferentes tocotriendis. A forma predominante no plasma e que apresenta atividade
biolégica é o a-tocoferol (Mayne, 2003).

A vitamina E apresenta agcdo antioxidante, transformando radicais hidroxila e
superdéxido em formas menos ativas e pode ser regenerada por mecanismos nao
enzimaticos, pela vitamina C, e por mecanismos enzimaticos, pela GSH. Como possui
alta lipossolubilidade, distribui-se pelas membranas lipidicas, constituindo-se na
principal defesa das mesmas contra as lesées oxidativas (Chan, 1993).

Estudos apontam a vitamina E como o mais importante antioxidante endégeno
para a lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Bonithon-Kopp et al., 1997; Stampfer e
Rimm, 1995) e quando ha deplecao de antioxidantes na molécula de colesterol LDL,
ocorre peroxidacao lipidica em cadeia, de modo que a presencga de antioxidantes nessa
lipoproteina retarda o inicio deste processo (Mosca et al., 1997). Sua deficiéncia tem
sido associada a um aumento da viscosidade das plaguetas do sangue, predispondo a
formacédo de coagulos potencialmente fatais (Bonithon-Kopp et al., 1997; Stampfer e
Rimm, 1995).

Assim, a vitamina E previne doencgas ateroscleréticas nao somente por seu efeito
antioxidante, mas também por seu efeito inibidor sobre a proliferagdo de células do
musculo liso e sobre a adesao e agregacgao plaquetaria (Harris et al., 2002). Além disso,
ela tem efeito modulador sobre as respostas inflamatoria e imune. Em geral, sua

deficiéncia aumenta os componentes da resposta inflamatéria e prejudica a imunidade



celular e humoral (Chan, 1993). Experimentos com animais mostraram que a
suplementacdo com vitamina E aumenta a resisténcia contra infecgbes e recentes
experiéncias clinicas também sugerem que a vitamina E reduz o risco de infec¢oes

respiratorias (Meydani et al., 2005).

2.6 Vitamina A (Retinol)

A vitamina A, também conhecida pela designacao de retinol € um alcool primario,
polietilénico e lipossoluvel, apresentando grande capacidade reativa. Essa vitamina é
instavel aos processos oxidativos e a temperaturas acima de 34°C (Coward, 1927). O
termo vitamina A € empregado atualmente para designar todos os derivados de beta-
ionona que possuam atividade biologica de retinol, exceto os carotendides. O termo
retindide se refere ao retinol ou aos seus derivados de ocorréncia natural e analogos
sintéticos, mostrados na figura 1, que nao apresentam necessariamente, atividade
semelhante a do retinol (Silveira, 1996).

Os carotendides sdao um grupo composto por mais de 400 substancias
diferentes, de ocorréncia natural, sintetizados por uma grande variedade de
microorganismos fotossintéticos e vegetais. O seu precursor comum, o fitoeno, um
hidrocarboneto de 40 carbonos, é convertido em compostos mais insaturados a, B,y e
o-carotenos. Aproximadamente 50 carotendides possuem agéo bioldgica de vitamina A.
Destes, o de maior atividade in vivo é o B-caroteno, um dimero do retinol. A
transformacéo de B-caroteno em retinol € um importante processo no metabolismo dos
animais, visto que os compostos carotendides sao biologicamente ativos apds sua
transformacgéo em retinol, sendo seu teor no sangue em torno de 10,4 uymol/L (Silveira,
1996). O acido retindico, um metabdlito do retinol, no qual o grupo alcool sofreu
oxidagdo, apesar de ser mais potente que o retinol na promocao da diferenciagéo e
crescimento do tecido epitelial na deficiéncia da vitamina A, ndo apresenta a mesma
eficiéncia na restauracdo da visdao ou das fungdes reprodutivas. Adicionalmente,
observa-se que muitos dos derivados retindides, entretanto, falham em suas funcoes
por ligarem-se a proteinas especificas que os transportam para os tecidos, onde
permanecem inativos (Mahan e Stump, 2000). A deficiéncia primaria de vitamina A



resulta da ingestdo inadequada de vitamina A pré-formada (retinol) e carotendides.
Deficiéncias secundarias resultam de ma-absorcdo devido a insuficiéncia dietética de
lipidios, insuficiéncia pancreatica ou biliar e de transporte prejudicado devido a
abetalipoproteinemia, doenga hepética, desnutricdo protéico-calérica ou deficiéncia de
zinco (Mahan e Stump, 2000; Vannucchi, 1991; Booth et al., 1992).
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Figura 1. Estrutura da vitamina A e de seus derivados (adaptado de Napoli, 1996).

2.6.1 Absorcao

As fontes dietéticas de vitamina A podem ser a vitamina A preformada e a pro-
vitamina A, representada pelos carotendides. O retinol s6 pode ser encontrado em
tecidos animais, tendo como fontes alimentares principais, o figado, o 6leo de figado de
peixes, o leite integral e derivados, os ovos e as aves. Nos paises desenvolvidos,
considerando-se uma dieta habitual, aproximadamente 25% da vitamina A ingerida se
encontra em forma de carotendide, enquanto 75% € composto de vitamina A



preformada (Li e Norris, 1996). E provavel que nos paises em desenvolvimento a maior
parte desta vitamina seja disponivel sob a forma de carotendides, devido as
dificuldades na obtencao de alimentos de origem animal, pelas precarias condigdes de
vida de grande parte de suas populagdes (Silveira, 1996). Tomando-se em conta a
nossa populagéo, apos a ingestao de B-caroteno, essencialmente de frutas e hortalicas,
a absorcéao do retinol é realizada similarmente a das gorduras. A absor¢édo do retinol é
quase integral em condi¢cées de normalidade do aparelho gastrointestinal, observando-
se que sua absorcdo e de seus ésteres & mais completa em jejum e se administrados

com solugdes aquosas (Mahan e Stump, 2000).

2.6.2 Transporte

A vitamina A pode ser mobilizada do figado para distribuicdo aos tecidos
periféricos na dependéncia da oferta do aporte alimentar. Sendo essa deficiente, esse
processo envolve a hidrélise de ésteres de retinil, fazendo com que o figado mantenha
uma concentragéo constante de sua forma ativa na circulagdo. A ligagao de retinol a um
transportador especifico, a RBP (proteina carreadora do retinol), que circula no plasma
em um complexo com TTR (transtiretina, pré-albumina), impede a excrecao do
complexo retinol-RBP na urina (Mahan e Stump, 2000). A taxa normal de retinol no
plasma é de 1,04 ymol/L a 2,43 pmol/L (30 a 70 ug/dl). Porém, em individuos
saudaveis, o retinol plasmatico € mantido dentro de uma variacao estreita de 1,39 a
1,73 ymol/L (40,1 a 49,9 pg/dl) em adultos e aproximadamente metade desses valores
nas criancas. Visto que a sintese hepatica da RBP depende da presenca tanto de zinco
quanto de aminoacidos e de niveis de retinol plasmético, os niveis da RBP podem ser
afetados por diferencas daqueles nutrientes bem como deficiéncia crénica da vitamina
A grave o suficiente para depletar estoques de ésteres de retinil hepético (Booth et al.,
1992). Assim, criancas com desnutricdo protéico-calérica tipicamente mostram baixos
niveis circulantes de retinol que pode nao responder a suplementacao de vitamina A, a

menos que a deficiéncia protéica seja corrigida (Vannucchi, 1991).



2.6.3 Armazenamento

O armazenamento da retinol é feito sob forma de ésteres de retinil. Cerca de 50-
80% da vitamina A no corpo é estocada no figado onde ¢ ligada a proteina ligadora de
retinol (RBP). Esse estoque regula os efeitos de variabilidade nas taxas de ingestdo de
vitamina A, particularmente contra os riscos de deficiéncia durante os periodos de baixa
ingestdo dessa vitamina. A administracdo de pequenas quantidades de vitamina E
aumenta o armazenamento do retinol nos tecidos (Mahan e Stump, 2000). Alguns
trabalhos ndo consideram a concentragdo sangliinea como um guia recomendavel para
um estudo individual da vitamina A, porém varios classificam como o melhor método

avaliador das concentracdes de vitamina A (Silveira, 1996; Mahan e Stump, 2000).

2.6.4 Metabolismo

Na presenca de anormalidades da absorgéao das gorduras, a absor¢ao do retinol
também sofre reducdo. As principais fases do metabolismo do retinol sdo mostradas na
figura 2. O retinol é liberado das proteinas no estémago. O produto dessa acdo sdo os
ésteres de retinil que, no intestino delgado, sdo hidrolizados de novo a forma de retinol,
que €& absorvido mais eficientemente do que os ésteres. Ja os carotendides com
atividade pré-vitamina A, quando ha necessidade e uma diminuigdo da ingesta de
retinol, sdo clivados dentro das células da mucosa intestinal em moléculas de
retinaldeido, que posteriormente sdo reduzidos a retinol. Apds a absorgcédo do retinol
ocorre a conjugagcao do mesmo ao acido glicurdnico, seguida da entrada na circulacao
éntero-hepatica onde resultam dois produtos, a esterificagdo do retinol originando
ésteres de retinil ou a oxidagao do retinol originando o acido retindico. Tanto os ésteres
de retinil quanto o acido retindico serdo transportados no plasma (Mahan e Stump,
2000).

O retinol nao é eliminado na urina e sob forma inalterada é excretado somente

em casos de nefrite cronica. Quando altas doses de vitamina A sao administradas é



que certa proporcao sofre excregcao sob forma inalterada nas fezes. O acido retindico,
absorvido ap6s passagem na circulacao pela veia porta € transportado no plasma como
um complexo ligado a albumina. De modo diferente do retinol, o acido retindico ndo é

armazenado no figado, sendo rapidamente excretado (Mahan e Stump, 2000).
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2.6.5 Retinol como antioxidante

O potencial antioxidante do retinol foi primeiramente descrito pelo trabalho de
Monaghan e Schmitt (1932), os quais relatam que a vitamina A pode proteger lipidios
de rancidez. A atividade antioxidante do retinol pode ser pelo fato dele atuar como um
agente de quebra de cadeia oxidativa por se combinar com o radical peroxil, antes que
esse radical possa propagar a peroxidacdo na fase lipidica da célula e gerar
hidroperdxidos (Palace et al., 1999). Tesoriere e colaboradores (1993) sugerem esta
propriedade ao retinol, comparada ao tocoferol, pela sua curta cadeia de polienos, que
permite uma alta mobilidade e melhor oportunidade para interagir com o radical peroxil
na membrana (Das, 1989). Ja Dal-Pizzol e colaboradores (2000) sugerem que doses de
7 uM de retinol podem induzir peroxidacao lipidica e alterar o balang¢o redox em culturas
de células Sertoli, efeito esse que pode ser diminuido com a utilizacdo de 1,10-
fenantrolina, um quelante de ferro. Esses autores também demonstraram que as
defesas antioxidantes como CAT, GPx e SOD tém sua atividade aumentada e ocorre

uma indugéo da proliferacao celular em células tratadas com a vitamina A.

2.7 Carotenodides

Os carotendides sdo pigmentos naturais sintetizados por plantas e microrganismos,
sendo componentes essenciais dos alimentos (Sthal e Sies, 2003). Consistem em mais
de 600 componentes, inclusive isdmeros, todos 0s quais sdo polisoprendides. Possuem
um extenso sistema de duplas ligacdées conjugadas, geralmente contendo 40 atomos de
carbono, normalmente apresentando isomeria interna, e sempre tendo uma ou duas
estruturas ciclicas que terminam em ligagdes conjugadas (Olson et al., 1995). Essas
sa0 responsaveis por sua cor e por algumas de suas fungdes biolégicas (Moreira e
Shami, 2004).

Sao coloridos, possuindo um espectro que vai do amarelo ao vermelho (Olson et al.,
1995), tendo como funcao primaria absorver luz durante a fotossintese em plantas ou
fotoprotegdo em microrganismos. Algumas das principais fontes de carotendides sao

cenouras e abdboras (o e B-caroteno), tomates e produtos derivados, como extrato,



polpa e molhos (licopeno), espinafre (luteina) e laranja (B-criptoxantina) (Silva e Naves,
2001).

Sao constituintes normais do sangue e tecidos de humanos, sendo distribuidos
primariamente no tecido adiposo (80-85%), figado (8-12%), e musculo (2-3%) e com
pequenas quantidades em outros tecidos (Olson, 1983). O soro contém B-caroteno, a-
caroteno, B-criptoxantina, licopeno e luteina como os principais componentes, com
baixas concentra¢des de zeaxantina (Parker, 1989). A figura 3 representa os principais
carotendides encontrados no sangue.

Dos mais de 600 carotendides, menos de 10% atuam como precursores de vitamina
A. O B-caroteno é o carotendide nutricionalmente mais ativo compreendendo 15 a 30%
dos carotendides séricos totais, sendo que a vitamina A é formada primariamente pela
clivagem central deste (Bendich, 1989), preferencialmente no figado e intestino (Moore,
1957). Teoricamente, o B-caroteno é clivado e produz 2 moléculas de retinal que por um
processo de reducao transforma-se em retinol (Napoli, 1996). Entretanto, diferengas na
taxa de absorcao, suscetibilidade para a oxidacao e a habilidade para ser convertido a
retinal, acido retindico e retinol, contribuem no fato do B-caroteno fornecer menos do
que 50% da atividade biolégica da vitamina A. De fato, em humanos a taxa de
conversao admitida de 3-caroteno para retinol € de 6:1 (Olson, 1983; Wang, 1994).

2.7.1 Absorcao

A absorcdo e o metabolismo de carotendides tém uma grande variacao entre
espécies animais. Em humanos e s6 em alguns outros mamiferos (macacos, o furdo e
0s bovinos), uma quantidade apreciavel de carotenodides pode ser absorvida intacta
pelas células da mucosa e conseqlientemente aparecem inalterados na circulacao e
tecidos periféricos (Bowen et al., 1993; Erdman et al., 1993). Em roedores e outros
animais de gordura branca (contra os de gordura amarela), os carotendides provitamina
A sao metabolizados a vitamina A nas células da mucosa intestinal ou ndo sao
absorvidos (e excretados pelo trato gastrointestinal) a menos que fosse administrado
doses suprafisiolégicas. Assim, concentracdes plasmaticas normalmente sdo baixas e a

distribuicdo tecidual ndo é comparavel a de humanos. Em humanos, propor¢oes



variaveis dos carotenodides absorvidos pelas células da mucosa intestinal sao
metabolizados 0 que complica a interpretacdo da resposta dos carotendides no plasma
como um indicador depois da administracao desses em estudos (Parker, 1996).

A absorcao dos carotendides ocorre na mucosa intestinal, e a captacdo destes
compostos pelas células da mucosa duodenal parece ser por difusdo passiva, a favor
de um gradiente de concentracdo entre a quantidade de carotendide na micela e aquela
na membrana da célula presumida como sendo o determinante na taxa de difusdo
destes compostos (Parker, 1996). Apds a captacao pelo enterdcito, os carotenodides nao
metabolizados sao incorporados pelo quilomicron e segregados pela linfa, seguida pela
captacao hepatica e liberando novamente na circulagdo em associacao com a VLDL e
finalmente em associacdo com a LDL (Erdman et al., 1993). A eficiéncia da absorcao
dos carotenodides é relativamente baixa (<30%), e a porcentagem absorvida diminui
com aumento da ingesta (Olson, 1994).

2.7.2 Transporte

Os carotendides na circulacdo sao transportados em associacdo com as
lipoproteinas, com uma distribuicio semelhante a do colesterol, por isso as
concentracoes plasmaticas de colesterol sdo altamente correlacionadas com as
concentragdes circulantes de carotendides quando os dados populacionais sao
analisados (Clevidence e Bieri, 1993; Olson, 1994). No total, aproximadamente
75% dos carotendides plasmaticos estao ligados a LDL, e os restantes sédo distribuidos
entre as VLDL e HDL. Os carotendides com menor polaridade (por exemplo, [B-
caroteno, a-caroteno e licopeno) sdo predominantemente ligados a LDL, enquanto os
carotendides mais polares (luteina) sdo associados mais com a HDL do que LDL. Em
comparagao com a-tocoferol, que também € associado com lipoproteinas, a quantidade
de carotendides circulantes com as lipoproteinas é relativamente pequena. Por
exemplo, (Romanchik et al., 1995) aproximadamente 4 moléculas de carotendides
foram encontradas associadas a cada VLDL e 1 em cada particula de LDL, enquanto
que apenas 25 de cada 1000 particulas de HDL contém carotendides.
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FIGURA 3. Principais carotendides encontrados no plasma (luteina, zeaxantina, a- e f — caroteno, B-
criptoxantina, licopeno) (Krinski e Johnson, 2005).

2.7.3 Armazenamento

O tecido adiposo (especialmente devido ao seu volume) e o figado sdo os
tecidos onde ocorrem os maiores depésitos de carotendides, embora estes compostos
também tenham sido encontrados nos pulmdes, rim, colo, prostata e em muitos outros
tecidos (Schmitz et al., 1991). Altas concentracdes de carotendides sao encontradas
em tecidos que séo ricos em receptores de LDL, tais como o corpo luteo, tecido adrenal
e testiculos, provavelmente resultante da absorcao inespecifica pelas lipoproteinas. Em
geral, a concentragdo de carotendide nos tecidos reflete diretamente a ingestao destes
compostos. Por esta razdo, as concentragdes de carotenodides no plasma podem
funcionar como biomarcadores da ingestdo de hortalicas e frutas (as maiores fontes),
quando outras variaveis que influenciam sado consideradas, e sdo utilizadas como
marcadores de conformidade nas intervengbes com grandes quantidades de vegetais
(Rock et al., 1997).

2.7.4 Metabolismo

Os conhecimentos atuais sobre o metabolismo dos carotendides em seres

humanos dizem respeito principalmente a relacao entre estes compostos e a vitamina



A. Apenas aqueles carotendides que tém pelo menos um anel B-ionona nao substituido
anexado a uma estrutura de C-7 para C-15 intacto de polieno conjugado pode ser
metabolizado a retinal, que é entdo reduzido para retinol (Goodwin, 1986). Devido a
estes requisitos estruturais, o B-caroteno é o mais importante carotendide provitamina
A, embora outros (por exemplo, a-caroteno, B-criptoxantina) também satisfacam estes
requisitos. O mecanismo principal pelo qual o B-caroteno € metabolizado a retinal (que
€ posteriormente convertido em retinol) acredita-se que seja através de clivagens
centrais pela enzima citosolica B-caroteno-15, 15'-dioxigenase (Goodwin, 1986).
Existem estudos nos quais foram utilizados tecido intestinal humano e figado de ratos
indicando que o 9-cis-B-caroteno funciona como um precursor para ambos trans - e 9-
cis-acido retindico (Nagao e Olson, 1994; Wang et al., 1994). Carotendides pro vitamina
A nado sao convertidos em retinol a menos que haja necessidade, e o rendimento de
conversdo é conhecido por ser baixo (Solomons e Bulux, 1993). A excrecdo de
metabdlitos dos carotendides ainda nao foi identificada. O pressuposto geral € de que o
processo de degradacdo de carotendides e seus metabdlitos € suscetivel de ser
semelhante ao da vitamina A e dos retindides. O citocromo P450 do figado participa no
metabolismo do retinol e acido retindico a metabolitos polares (Leo et al., 1989) assim
existe a possibilidade do envolvimento deste sistema no metabolismo dos carotendides.
Devido a absorcao ineficiente destes compostos, a maior parte dos carotendides que

séo ingeridos sao excretados nas fezes (Rock et al.,1996).

2.7.5 Carotenoides como antioxidantes

Os carotendides apresentam caracteristicas importantes, como a de sequestrar o
oxigénio singleto. Este € muito mais reativo que o oxigénio tripleto presente no ar,
podendo interagir com muitos componentes celulares produzindo derivados oxidativos
inativados. Também ha interacdo dos carotendides com o oxigénio singleto para
produzir oxigénio tripleto e um carotendide tripleto, o qual torna sua energia inofensiva
(Olson, 1995; Britton G, 1995). Estas moléculas altamente reativas podem interagir com
outros radicais livres, como os radicais peréxido e hidroxido, gerando produtos nao

radicalares, ou eles podem interagir com outras moléculas para restaurar o carotendide



ao estado fundamental enquanto produz alguns radicais livres (Britton., 1995). A
remocao de radicais livres das células, geralmente é considerada benéfica, e a geracao
de radicais livres nas células € geralmente nociva. Sob condic¢des fisiologicas as acoes
antioxidantes dos carotendides mostram-se predominantes (Britton, 1995; Krinsky,
1994). Além da reacdo tipo mediador citado acima, os carotendides podem ser
oxidados, tanto quimica como biologicamente, por fortes oxidantes, gerando uma
variedade de produtos (Liebler, 1996).

Outros efeitos benéficos dos carotendides incluem aumento da funcao do sistema
imune (Bendich, 1989), protecao da radiacao solar (Matttews-Roth,1990), e inibigcdo do
desenvolvimento de certos tipos de cancer (Nishino, 1998).

2.8 Espécies reativas

As espécies reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio (ERNS) estao
envolvidas em importantes processos patolégicos. As principais EROs distribuem-se em
dois grupos, as radicalares: superdxido (Oz), hidroxila (OH-) peroxila (ROO) e alcoxila
(RO); e as nao-radicalares: oxigénio singlete (‘'O.), o peroxido de hidrogénio (H-O2) e o
acido hipocloroso. A figura 4 representa a formacao de espécies reativas de oxigénio.
Dentre as ERNS incluem-se o éxido nitrico (NO’), o 6xido nitroso e o peroxinitrito
(HNOQ"), dentre outros (Gilham et al., 1997; Sies, 1997). A maioria destes compostos

apresenta tempo de vida médio bastante curto.

Os radicais livres (RLs) sdo agentes oxidantes caracterizados como espécies
atdbmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua
orbita externa, tornando-as espécies altamente reativas que agem como eletréfilos
(Gilhan et al., 1997).

Eles podem ser formados no organismo de diversos modos. Durante a
fosforilagcdo oxidativa, mecanismo usado pelas células para produzir energia quimica
(ATP), parte dos elétrons é transferida para o oxigénio, dando origem ao radical anion
superoxido (O2) (Junqueira e Ramos, 2005). Eles podem ainda ser produzidos durante
a oxidacao de acidos graxos, reagdes do citocromo P4so € de células fagociticas, entre

outros. Algumas enzimas também sao capazes de gerar RLs, sob condicdes normais



ou patoldgicas. Fontes exégenas como tabaco, radiagées, luz ultravioleta, solventes e
alguns farmacos, dentre outros, também geram RLs (Biesalski, 2002).

Em condigbes fisiolégicas normais as EROs podem desempenhar importante
papel fisiolégico na regulacdo da resposta imunoldgica, participando do processo
fagocitico de defesa contra infecgdes e atuando como fatores de transcricdo na
sinalizagdo intracelular, induzindo a apoptose (Halliwell, 1994; Biesalski, 2002). No
entanto, 0 aumento na sua producdo e/ou a redugdo na sua eliminagdo gera um
desequilibrio fisiolégico, caracterizando o estresse oxidativo (Beal, 1995; Finkel e
Holbrook, 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000; Junqueira e Ramos, 2005).

€= e- e- €=
'\ A A . A\
.-
O, >0, > H,0, >OH ">H,0
£ ™~ ¥ i
2H* OH- H*
O, = superoxido H,0, = perdxido de hidrogénio 'OH = radical hidroxil

Figura 4. Formacgao de Espécies Reativas de Oxigénio através da reducao do oxigénio (Adaptado de
Nordberg & Arner, 2001).

2.9 Peroxidacao lipidica

O ataque de espécies reativas aos lipidios das membranas desencadeia um
processo chamado peroxidacao lipidica (Urso e Clarkson, 2003), formando muitos
produtos secundarios. Estes produtos sdo principalmente aldeidos, com habilidade para
aumentar o dano oxidativo (Uchida, 2000) entre eles, o malondialdeido (MDA) é
considerado o principal e o mais estudado.

A peroxidacao lipidica € uma reagdo em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagacdo e terminagdo. Estas etapas estdo apresentadas nas reagdes

seguintes, onde L representa o lipidio:



LH + OH’ (ou LO) > L+ HO (ou LOH) Iniciacdo

L + O, > LOO’ Propagacéo
LH + LOO >L + LOOH Propagacéo
LOO + L > LOOL Terminacgao
LOO" + LOO > LOOL + Oo Terminacédo

A reacdo acima se inicia com o sequestro do hidrogénio do acido graxo

polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH ou
pelo LO  (radical alcoxila), com conseqiente formagdo do L (radical lipidico). Na
primeira equacao de propagacao, o L reage rapidamente com o O, resultando em
LOO' (radical peroxila), que, por sua vez, seqlestra novo hidrogénio do acido graxo
polinsaturado, formando novamente o L na segunda equacdo de propagacdo. O

término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais (L e LOO) produzidos nas
etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a si préprios (Ferreira e Matsubara,
1997).

A formacao de MDA ocorre pela decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e
sua concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidagéo lipidica
em sistemas biologicos, em células e tecidos (Bonnes e Guérin, 1992).

O tempo de vida longo e a alta reatividade permitem a estas moléculas agir tanto
dentro quanto fora das células, interagindo com outras biomoléculas como &cidos
nucléicos e proteinas, freqientemente levando a danos irreversiveis sobre o delicado
mecanismo de funcionamento da célula (Del Rio, 2005). O continuo dano oxidativo leva
a destruicdo de membranas, ricas em acidos graxos poliinsaturados, diminuindo a sua
fluidez e contribuindo para a injuria celular (Hershko, 1989). Ocorre perda da seleti-
vidade na troca ibnica, inativacao de enzimas e proteinas de transporte da membrana e
liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos.
Adicionalmente, a oxidacao de lipidios no sangue agride as paredes das artérias e



veias, facilitando o acumulo destes lipidios, com conseqlente aterosclerose, podendo
causar trombose, infarto ou acidente vascular cerebral (Barreiros et a., 2006).

Apesar disto, como na formacdo de RLs e espécies reativas, a peroxidacao
lipidica pode ser um processo fisiolégico nem sempre prejudicial, capaz de induzir a
morte celular (Jamieson, 1989). Todavia, a excessiva liberacao destes produtos durante
o dano oxidativo pode causar edema celular, modificagées na permeabilidade vascular,
quimiotaxia e danos teciduais (Blake et al., 1987), implicando, por exemplo, na
patogénese da aterosclerose (Vagimigli et al., 2003).

2.10 Enzima é-aminolevulinato desidratase (ALA-D)

A ALA-D é uma enzima essencial em muitos organismos como um componente
da rota de biossintese do heme, catalisando a condensacado de duas moléculas de
acido o&-aminolevulinico (ALA), mostrada na figura 5, para formar o composto
monopirrélico porfobilinogénio. Assim, por participar na biossintese de moléculas
tetrapirrélicas tem acao na constituicado de grupos prostéticos de importantes proteinas
fisiolégicas como a hemoglobina e os citocromos (Sassa, 1998). E uma enzima que
apresenta grupamentos sulfidrilas na sua constituicdo e sua atividade é altamente
sensivel a presenca de elementos pré-oxidantes, os quais podem oxidar seus

grupamentos —SH (Bolzan et al., 2002).

(FOzH ?OzH HO, CI CH,CO,H

?HZ CH, ?Hz H,
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— — no + 2H,0
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7
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NH; NH; NH; |
(ALA) (ALA) Porfobilinogénio

Figura 5. Condensacao assimétrica de 2 moléculas do ALA, catalisada pela enzima &-aminolevulinato

desidratase, formando o porfobilinogénio (Sassa, 1998).



A inibicao da ALA-D pode prejudicar a rota biossintética do heme, resultando em
consequéncias patologicas, tais como anemia (Goering, 1993). Além da redugcédo na
sintese do heme, a inibicdo desta enzima pode resultar no acumulo do substrato ALA
no sangue, com consequente aumento na excregao urinaria do mesmo. O acumulo de
ALA pode estar relacionado com a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(Pereira et al., 1992; Bechara et al., 1993).

Em patologias humanas, tais como cancer (Gongalves et al., 2005); diabetes
(Fernandez-Cuartero et al., 1999), insuficiéncia renal crénica (Fontanellas et al., 2002) e
pacientes hemodialisados (Valentini et al., 2007) séo relatas diminui¢cdes de atividade
da ALA-D, ao mesmo tempo em que ocorrem danos oxidativos.

2.11 Antioxidantes

Frente a acdo potencial lesiva das substancias reativas, torna-se vital um
delicado controle de sua producao e consumo dentro das células, ou seja, um fino
balanceamento de sua concentracdo intra e extracelular. A figura 6 representa o
modelo simplificado do sistema oxidante e antioxidante nas células. Isso € possivel
gracas a atividade dos antioxidantes que, removendo as substancias reativas, as
mantém em baixas concentracdes (Reilly et al., 1991).

O mecanismo de acao dos antioxidantes é bem variado, desde a remocao do
oxigénio do meio, varredura das ROS, sequestro dos metais catalisadores da formagéo
de radicais livres, aumento da geracdo de antioxidantes enddégenos ou mesmo a
interagdo de mais de um mecanismo. Ainda conforme a agéo sobre os radicais livres, o
antioxidante pode ser denominado de “scavenger”, quando ele age transformando um
radical livre em outro menos reativo, ou “quencher’, quando consegue neutralizar
completamente o radical livre através da absorcdo de toda a energia de excitacdo
(Bellé, 2002). Para uma melhor distingdo entre os varios tipos de antioxidantes esses

sao classificados conforme a sua estrutura em enzimaticos e ndo-enzimaticos.

2.11.1 Superoxido dismutase (SOD)



A SOD foi a primeira enzima antioxidante a ser descoberta (Halliwell &
Gutteridge, 2000) em células eucaribticas aerdbias. Sua fungao € a dismutagao de O,”
a H.O,, que € menos reativo e pode ser degradado por outras duas enzimas, como
catalase e glutationa peroxidase. A metabolizacao do O," a H.O. é realizada por duas
isoenzimas, uma mitocondrial (MnSOD) e outra citosélica (CuZnSOD).

Na reacédo catalisada pela SOD, duas moléculas de superdxido formam peroxido
de hidrogénio e oxigénio. A reacado catalisada por SOD é extremamente eficiente,

limitada a principio pela difusao.
205" + 2H* SO0 | Hy,0, + O,

Na mitocdndria, o superoxido € formado relativamente em altas concentragdes,
devido a dispersao de elétrons da cadeia respiratoria, sendo a MnSOD essencial.

A funcao principal das enzimas SOD seria proteger as proteinas contendo [4Fe-
4S], tal como a aconitase mitocondrial (que catalisa a conversao do citrato a isocitrato
no ciclo do &cido citrico), da agao do anion superoxido, prevenindo o acumulo de ferro
intracelular (Borella e Varela, 2002).

2.11.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma heme-enzima, que tem localizagdo subcelular predominante no
peroxisomo, onde catalisa a dismutacao de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Fridovich, 1998). Como a CAT tem o peroxido de hidrogénio como unico substrato, a

sua atividade esta intimamente relacionada com a concentragdo desta espécie reativa.

CAT
2H,0, —» H0 + O

2.11.3 Glutationa Peroxidase (GPx)



A GPx é uma enzima dependente de selénio, e é importante para a protecao
contra peroxidos organicos (ROOH) e perdxido de hidrogénio. Para sua atividade, a

GPx necessita da presenca de glutationa reduzida (GSH) conforme a reacao abaixo:

ROOH + 2 GSH _%PX, ROH + GSSG + H,0

Na mitocéndria de mamiferos, é a principal defesa contra HO,, ja que essas

organelas de maneira geral ndo apresentam catalase.

H,0 + O,

Gpx/
GEH Catalase
Prx

y Peroxidacdo lipidica Q
- =
— — - e
e Danos ao DNA ou proteinas

SOD = Superéxido dismutase GPx = Glutationa peroxidase GSH = Glutationa reduzida

Figura 6. Representacdo simplificada dos sistemas oxidante e antioxidante nas células (modificado de
Nordberg & Arner, 2001).

2.11.4 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa é um tripeptideo, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina. Além de ser o principal
tiol ndo-protéico intracelular livre, encontrado em varios tecidos biologicos, € também, o
principal antioxidante enddgeno (Nozal et al., 1997) sendo considerada um antioxidante
multifatorial (Cecconi et al., 1988). Sua capacidade redutora € determinada pelo
grupamento —SH, presente em sua molécula. Dentre outras fungdes fisioldgicas, ela é
seqlestradora de radicais livres (Nozal et al., 1997), detoxificando metabdlitos



eletrofilicos, ndo somente como doador imediato de elétrons para neutralizar o H.O, e
lipoperéxidos, mas também como um sequestrador de RLs de oxigénio e nitrogénio
(Leichtweis e Ji, 2001). A figura 7 mostra o sistema glutationa e a interconversdo nas
suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e o papel das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR).

No sangue, 99,5% da glutationa se encontra no interior dos eritrécitos e uma
pequena quantidade esta associada as membranas destes (Mills e Lang, 1996).
Embora presente em varias formas: reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e ligada as
proteinas (PSSG), a GSH é a forma mais abundante (Nozal et al, 1997).

NADP* ‘\ /. 2GSH -\ f ROOH

Glutstiona redutase Glutationa peroxidase

j \ A/ SE\A
NADPH + H' GSSG ROH + H:0

Figura 7. Sistema antioxidante da glutationa e suas enzimas envolvidas (Sies et al., 1972).

O ndcleo do residuo cistenilglicina da glutationa esta envolvido na sua funcao
como antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz,
por exemplo, de reagir com um elétron nao pareado de um radical livre, formando um
radical GS', que produz, por dimerizacdo, 0 GSSG (glutationa oxidada). A reducao de
H.O, e perdxidos organicos a seus alcoois correspondentes com a conversao de GSH
em GSSG é catalisada pela enzima GPx dependendo essencialmente da presenca de
selénio. A GSSG é, entado, reduzida pela GR, regenerando a GSH, num processo
dependente de NADPH (Shan et al., 1990).
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Abstract

Background: Oxidative stress is a process involved in hemodialysis-related pathologies
such as cerebrovascular diseases. Retinol is the major circulating form of vitamin A and
it is elevated in hemodialysis (HD) patients. It is known that these patients present
anemia that is not totally responsive to erythropoietin. The aim of this study was to
evaluate the influence of plasma retinol levels on oxidative stress biomarkers, especially
on d-aminolevulinate dehydratase.

Methods: Plasma retinol and malondialdehyde (MDA) levels were quantified by HPLC-
UV/VIS; blood activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and 3-aminole-
vulinate dehydratase (ALA-D) were analyzed by spectrophotometric methods; all in HD
patients (n=29) and healthy subjects (n=20).

Results: The MDA and retinol levels, SOD and CAT activities were significantly
increased in HD patients. ALA-D activity was significantly decreased. Retinol levels were
correlated with MDA levels (r=0.68), CAT (r=0.39), SOD (r=0.40) and ALA-D (r=—0.55). It
was found partial correlation between retinol levels with ALA-D (r=0.43), SOD (r=0.30)
and CAT (r=0.36) activity, utilizing MDA levels as co-variable.

Conclusion: Higher retinol levels may be associated with the increase of SOD and CAT
activities, but this increase was not sufficient to prevent the lipid peroxidation and ALA-D
thiolic group oxidation. In this manner, our results could suggest that high retinol levels
contribute as an additional factor to the oxidative tissue damage.

Key-words: ALA-D activity; anemia; hemodialysis; MDA; oxidative stress; retinol levels.



Introduction

Hemodialysis treatment is the main resource for patients in the end-stage of renal
disease, who are either waiting for, or are not suitable to undergo renal transplantation
[1]. In CRF patients under hemodialysis treatment (HD) the formation of reactive oxygen
species (ROS) is amplified and the oxidative stress may be one of the most relevant
complications occurring. This problem may not have immediate clinical effects, although
it may represent a long term complication derived from the repetitive effects of blood-
membrane interaction [2-4]. Nevertheless, the multifactorial nature of this process [3]
might include other factors peculiar to chronic HD treatment, such as the absence of a
complete correction of the uremic toxicity, malnutrition and the progressive worsening of
the clinical condition due to aging and co-morbidity [2-4].

Retinol, the major circulating form of vitamin A, was shown to have some
antioxidant properties [5], although recent studies demonstrated that in higher doses it is
a pro-oxidant and modulates antioxidants enzyme activity. Anyway, the mechanism by
which retinol can act as a pro-oxidant is not well elucidated yet [6].

Vitamin A plays an essential role in maintaining mammalian health. It is required
for many crucial biological functions such as vision, reproduction, growth and immunity
[7-8]. These are generated intracellularly by two oxidative enzymatic reactions in which
retinol is converted first to retinaldehyde and then to retinoic acid [9]. Vitamin A is
normally transported in plasma as retinol linked by a specific transport protein, which is
known as retinol-binding protein (RBP) [10-11]. When dietary vitamin A is not available,
RBP is able to mobilize retinol from vitamin A stores in the liver to supply peripheral cells

and tissues with retinoids needed for various biological functions [12].



The oxidative stress biomarkers include superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GPx); enzymes are the first endogenous
antioxidants, and they catalyze important defense reactions to clear up the detrimental
ROS in vivo. Any factors that undermine the activities of antioxidant enzymes may lead
to accumulation of ROS and subsequently oxidative damage to biological
macromolecules [13].

On the other hand, &-aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D), a zinc
metalloenzyme of the heme biosynthesis pathway, requires reduced thiol groups for its
activity [14]. For this reason, ALA-D has been suggested as a biomarker for oxidative
stress [15-16]. One of them, &-aminolevulinic acid (ALA) has been shown to induce pro-
oxidant events [17-18]. It is important to clarify that &-ALA-D activity is decreased in
CRF, especially during HD treatment [19-21]. Furthermore, malondialdehyde (MDA) is a
more specific and sensitive biomarker for the evaluation of the lipid peroxidation status
in many pathologies [22], including in patients under chronic hemodialysis treatment
[23].

The aim of this study was to verify the possible influence of plasma retinol levels
on classical oxidative stress blood biomarkers (enzymatic antioxidants and plasma MDA
levels - the largest used lipid peroxidation biomarker) and on erythrocyte ALA-D activity

in HD patients, comparing to healthy subjects.

Materials and methods

Chemicals



5’-Aminolevulinic acid (ALA), 2-Thiobarbituric acid (TBA), Dithiothreitol (DTT) and
retinol were purchased from Sigma (St. Louis, USA). All other chemicals used in this

study were of the highest purity available.

Subjects

Twenty nine patients with diagnosis of CRF (19 men and 10 women) undergoing
regular hemodialysis (HD) treatment at Caridade and Casa de Saude Hospitals, located
in Santa Maria, RS, Brazil. The study protocol was approved by the Research Ethics
Committee of the Health Science Center from the Federal University of Santa Maria
(protocol n°: 091/2003) and all the patients gave their informed consent prior to the
inclusion in the study. To be part of this work the patients should carry out regular
hemodialysis, however the smoking ones, with alcoholism problems, diabetes, viral
hepatitis and HIV were not included in the research. Patients using any antioxidant
vitamin in the last 3 months were also excluded. The patients who participated were
using vitamin D, erythropoietin, statines and noripurum (saccharate ferric hydroxide),
and were performing dialysis three times per week during the morning, with duration of
four hours each session being the last one 2 days before the drawn.

The control group consisted of 20 healthy subjects (10 men, 10 women), who did
not have clinical history of renal diseases or other pathologies. All the volunteers did not
receive antioxidants vitamins, were nonsmokers, and have not consumed alcohol

regularly.

Samples



Venous blood samples (10 ml) were drawn from HD patients, before the
hemodialysis session. In the control group the collection was held during the morning.
Then, these samples were divided in heparinized tubes, EDTA-containing tubes, and
tubes without anticoagulant. Plasma-EDTA and serum were obtained by centrifugation

at 1500 g for 10 minutes at 4°C.

Hematological determinations
Hemoglobin (Hb) and hematocrit (Hct) were determined in Cobas Micros system,

(Hematology Analyzer, Roche Diagnostics®).

Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was estimated by measured malondiadehyde (MDA). The
measurement of plasmatic MDA was determined by high performance liquid
chromatographic with visible detection (HPLC-VIS), according to the method of Grotto et

al. [24]

0-ALA-D activity

6-Aminolevulinate dehydratase activity was determined in the total blood, with
heparin as anticoagulant, according to the method of Sassa [25] including some
modifications. The enzyme activity was determined by the rate of phorphobilinogen
(PBG) formation, in the presence and absence of the reductor agent dithiothreitol (DTT-
2 mM final concentration). The enzyme reaction was initiated after 10 min of pre-incu-
bation. The reaction was started by adding &-aminulevulinic acid (ALA) to a final

concentration of 4 mM in phosphate buffered solution at pH 6.8; incubation was carried



out for 1h at 37°C and the reaction product was measured at 555 nm. The reactivation
index was estimated using: A-B/A*100, being A= absorbance ALA-D with DTT, and B=

absorbance of ALA-D without DTT.

Retinol assay

Plasma retinol quantification was performed after liquid-liquid extraction with a
solution of n-butanol: etanol (50:50) in BHT (2, 6-di-ter-butyl-4-methylphenol) mixed by
vortex and followed by centrifugation. The supernatant was analyzed by high
performance liquid chromatography (HPLC) with UV/VIS detector, according to Murata

et al. with modifications [6]. The 3 - apo — 8 caroteno were utilized as internal standard.

Antioxidant enzyme activities

Enzymes assays were determined in the total blood with heparin. Superoxide
dismutase activity was determined based on its ability to inhibit the autoxidation of
adrenaline into adrenochrome at an alkaline pH [26]. Catalase activity was determined
using H>O- as substrate [27]. They were measured spectrophotometrically using a UV-

VIS model Hitachi U 1800°.
Biochemistry Assay
Serum creatinine and urea were determined in Cobas Integra system, (Roche

Diagnostics®).

Statistical analysis



Statistical computations were performed with Statistica® 6.0 software system
(Statsoft Inc., 2001). The results are expressed as mean + standard error medium
(SEM). Comparisons between groups were achieved by test t of Student or Mann-
Whitney test, depending on the variables distribution. Pearson’s correlation or
Spearman’s rank order correlation were used to evaluate the relationship between pairs
of variables, following the variables distribution. Partial correlation was used to evaluate
the relationship between a pair of variables while controlling for a third variable. A value

of p<0.05 (5%) was considered significant.

Results
The general characteristics from hemodialysis patients and healthy subjects as
age, sex distribution, hemodialysis time and biochemicals parameters are presented in

the table 1.

Table 1

Retinol assay

Plasma retinol levels were significantly increased in HD patients compared to
healthy subjects, almost three times-fold; being 6.86 + 0.60 vs 2.41 + 0.12 umol/L,
respectively (p<0.0001). On the other hand, plasma MDA levels, the biomarker of lipid
peroxidation, also were significantly increased in HD patients (Figure 1). Moreover,
plasma retinol levels were correlated positively with MDA levels (Figure 2) and

presented negative correlation with the ALA-D activity (Figure 3).



Figure 1

To verify if plasma retinol levels and plasma MDA levels are indeed independent
variables influencing ALA-D activity it was estimated the partial correlation between each
one of these variables and ALA-D activity, while controlling for the other variable.
Controlling for plasma retinol levels, partial correlation analysis revealed no significant
relation between MDA levels and ALA-D activity (r=—0.11, p>0.05). However, the partial
correlation analysis revealed a negative relation between plasma retinol levels and ALA-
D activity (r=—0.43, p<0.05), controlled for MDA levels. Additionally, when controlling for
retinol levels it was observed no linear correlation between activities of the antioxidants
enzymes and MDA levels.

The retinol levels also correlated with the catalase and SOD activity, being
(r=0.39 and r=0.40, p<0.05), respectively. Moreover, while carrying out the partial
correlation analysis it was observed a positive correlation between plasma retinol levels
and SOD activity (r=0.30, p<0.05) such as catalase activity (r= 0.36, p<0.05), controlled

by MDA levels.

Figure 2

Figure 3

Lipid peroxidation



The results of the lipid peroxidation assessed by MDA measurement were
significantly higher in HD patients compared to the healthy subjects, being 6.92 + 0.35
vs 4.53 +0.16 umol.L™, respectively (p<0.0001). Plasma MDA levels presented negative
correlation with the ALA-D activity. The MDA levels positively correlated with CAT and

SOD activities (r=0.46, p<0.05 and r=0.49, p<0.05) respectively.

ALA-D activity

Blood &-ALA-D activity was significantly decreased in HD patients compared to
healthy subjects (Table 2). The involvement of SH-groups in ALA-D inhibition was
examined by testing the effect of dithiothreitol (DTT) on the enzyme. The addition of DTT
(2mM) into the assay mixture caused an increase of 74.74% and 21.05% in ALA-D
activity in patients and healthy subjects, respectively, corresponding ALA-D reactivation
index (%). Moreover, the ALA-D activity correlated with the CAT activity (p=0.003; r=-

0.46), while the SOD activity was not correlated with ALA-D activity (p>0.05).
Enzymes activity assay

The table 2 shows that the SOD activity was significantly higher in HD patients
compared to healthy subjects, (p<0.05). The catalase activity also was significantly
higher in HD patients compared to healthy subjects, being (p<0.05).

Table 2

Biochemistry Assay



The table 1 shows the results of serum creatinine and urea levels. Both uremic
markers were significantly increased (7 times higher) in the HD patients compared with
control group. Moreover, it was found positive correlations between creatinine with MDA
and retinol levels (r=0.63 and r=0.65; p<0.05), respectively, and urea with MDA and

retinol levels, (r=0.61 and r=0.68; p<0.05), respectively.

Discussion

Several reports have documented that the plasma vitamin A concentration is
often elevated in patients with chronic renal failure, either untreated or treated with
hemodialysis or peritoneal dialysis [28]. In according with Zima et al., in a group with 14
HD patients, all of them possessed the retinol levels increased 3 times higher in relation
to the controls [29]. In other study with 40 HD patients, almost all possessed toxicant
levels of plasma retinol and it was also verified that there were not any significant
differences among the analysis predialysis and postdialysis, while alpha-tocopherol was
significantly decreased in postdialytic state [30]. In our study, it was observed an
increase of retinol levels, three times higher in the HD patients compared to healthy
subjects (p<0.001) (Fig.1).

It is known that vitamin A is transported from its hepatic stores to peripheral target
sites in the form of retinol bound to its specific carrier protein, retinol binding protein
(RBP) and transthyretin (TTR). The retinol-binding protein 4 (RBP4) is a 21 kDa plasma
protein which is mainly synthesized in the liver and adipose tissue and is known to
transport retinol (ROH) in the blood. The binding of ROH to RBP4 guarantees the
homeostatic regulation of plasma ROH levels, which are an essential aspect for a variety

of physiological processes. In healthy individuals RBP4 is mainly synthesized in the liver



and secreted into the circulation in a 1:1:1 complex with ROH and transthyretin (TTR).
The binding with TTR increased the molecular weight of RBP4 and thus prevents its
glomerular filtration and catabolism in the kidney. After releasing ROH into the target
cells the remaining apo RBP4 (unbound ROH) is rapidly filtered through the glomeruli
and subsequently reabsorbed in the proximal tubular cells via the megalin-cubulin
receptor complex and then catabolized [31]. Thomas et al. 1991, observed an increase
in circulatory retinol in rats with experimental acute renal failure and have established
that this increase is almost entirely due to retinol in the retinol-RBP-TTR complex. This
retinol is derived from the hepatic pool of retinol newly acquired from the diet,
suggesting that the kidney modulates the release of this retinol. In this manner, normal
kidney function influences the release of hepatic retinol into circulation and contributes
to circulatory vitamin A homeostasis [32]. In this line, clearance and catabolism of
retinol-binding protein depend on normal renal function [33]. In fact, a correlation
between plasma vitamin A and serum creatinine concentration has been observed [28],
suggesting an association with increased severity of renal failure [33]. In our study,
hemodialysis patients had high levels of urea and creatinine (table 1) which correlated
with the levels of retinol (r=0.68 and r=0.65, respectively) and MDA (r=0.61 and r=0.63,
respectively). In this way, Frey and collaborators demonstrated that the kidney, the main
site of RBP4 catabolism, contributes to an elevation of RBP4 levels during chronic
kidney disease (CKD) and regarding the kidney function, there was a strong correlation
between serum creatinine and RBP4 levels [31]. Another factor, but less relevant, that
may contribute to an elevation in vitamin A concentration is a decrease in the enzymatic

transformation of retinol into retinoic acid [24-25].



Retinoids have redox-related properties and they influence the oxidative status of
the cell. Many authors suggested that retinol and related molecules, such as beta-
carotene, act in biological systems as antioxidants. Thus, they could be potential clinical
agents in antioxidant therapies for treatment and prevention of malignant and
neurodegenerative diseases. However, during clinical trials it was observed that
retinoids can also be deleterious and are associated with activation of proto-oncogenes,
leading to an incidence increase of neoplasias. There are also several reports in the
literature which clearly show that the retinol works as pro-oxidant, increasing the activity
of antioxidants enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
gluathione peroxidase (GPx), and also maximizes in the oxidative damage in lipids,
proteins, DNA, and modulation of iron turnover [34]. Due to this conflict of information,
more studies regarding the action of retinol, are still needed since there are several
therapies based on the use of retinol for several diseases. These diseases are related to
cell cycle disruption/cell death and increased reactive oxygen species, including skin
cancer, lung cancer, Parkinson's disease and Alzheimer's [34-36].

The retinol has been related to the increase of superoxide anion and oxygen
peroxide and consequently the lipid peroxidation [6]. Furthermore, in agreement with
Oliveira et al. [37] the sharp and chronic supplementation with vitamin A caused an
augment of 1.8 and 2.7 in the striatum lipid peroxidation. In other studies, an increase in
chromatin sensitivity to DNAse | [34] and significative changes in nuclear protein
phosphorylation [35] in Sertoli cells treated with retinol, were demonstrated. Many of
these effects were inhibited by the addition of 1,10-phenantroline (iron chelator),

suggesting the participation of a Fenton reaction in these retinol-induced effects [36].



In HD patients the levels of retinol and MDA were increased when compared to
controls observed in the Figure 1. These findings are in agreement with the previous
studies that revealed increased oxidative stress and retinol levels in HD patients [38].
Moreover, the present work demonstrated a positive correlation between the levels of
retinol and the lipid peroxidation (Figure 3). In this line, the increase of retinol levels may
act, in association with other factors, as pro-oxidant. It was shown in other studies that
high levels of retinol involve a drastic increase in the production of O, , the ROS, which
might originate the hidroperoxyl radical, as occurs at the proximity of biomembranes
[36].

In the Table 2, it is possible to observe that ALA-D activity in controls (healthy
subjects) was similar to previous studies [40] and it was significantly higher compared to
HD patients (p<0.001). Additionally, it is been known that ALA-D enzyme is involved in
the heme syntheses and more recently, its inhibition has been related with oxidative
stress in humans [39]. Also, HD patients are in a continuous oxidative stress and
normally are anemic. In our work we found a negative significant correlation between
vitamin A and hematocrit (r=-0.61). These results are in agreement to Ono and
collaborates [24] who demonstrated that the plasma vitamin A levels were inversely
correlated with hematocrit (r=—0.5). According to Ono and collaborators the increase in
vitamin A could be a factor contributing to anemia in patients on regular dialysis patients.

In agreement with Valentini et al. [39], it was also found out a significant inverse
linear relation between ALA-D activity and MDA levels. It was evaluated the influence of
retinol levels which also revealed a significant and inverse linear relation with ALA-D
activity (p<0.001). In this manner, the results from this work demonstrated that plasma

retinol levels may influence MDA formation and ALA-D activity inhibition. This way, it



was carried out the partial correlation test to verify if plasma retinol and MDA levels were
indeed independent variables influencing ALA-D activity, estimating between each one
of these variables and ALA-D activity, while controlling for the other variable. When
controlling for retinol levels, a partial correlation analysis revealed no significant relation
between MDA levels and ALA-D activity. However, the partial correlation analysis
revealed a negative relation between retinol levels and ALA-D activity (r=—0.43, p<0.05),
controlled by MDA levels. These results suggest that the plasma retinol levels are an
independent variable affecting ALA-D activity, since MDA levels had no relation with
ALA-D activity when controlling for retinol. It is known that other factors also inhibit ALA-
D activity in according with works from our group, that were observed a negative
correlation of aluminum with ALA-D (r =- 0.31, p <0.05) [39]. Regarding the timing of
hemodialysis only the reactivation of ALA-D correlated positively with the time of HD
treatment (r=0.30, p<0.05) [23]. The present work demonstrated that plasma retinol
levels may be a new factor, because the correlation was strong when compared to other
factors. The test with dithiothreitol (DTT), a reducing agent that has been used in vitro in
order to prevent and/or reverse oxidation of thiolic groups [41], verified that the ALA-D
reactivation index was increased in HD patients compared to controls. The hypothesis is
that the overproduction of oxidant species due to chronic renal failure and/or
haemodialysis is responsible for the increase of oxidative stress in HD patients [42] and
may be contributing to ALA-D —SH groups_oxidation. Reduced ALA-D activity in HD
patients was found to be related to the oxidation of —SH group which is essential for
enzyme activity as described in another work [39]. Besides, other mechanisms seem to

be involved in enzyme inhibition, since DTT could not completely restore ALA-D activity.



In this study, activities of erythrocyte enzymes that scavenge superoxide radicals
(SOD) and hydrogen peroxide (CAT) were measured in HD patients and controls. The
results demonstrated a significant increase of blood SOD and CAT activity. Some
authors demonstrated also that the activity of erythrocyte SOD and CAT and plasma
SOD and CAT increased significantly [43-48]. However, another work showed a
reduction of antioxidant enzymes in plasma and RBC of CRF patients [49-55].

These antioxidant enzymes are mainly involved in intracellular antioxidant
defense. Several publications describing enzymes participation in free radical
metabolism have yielded wrong and mixed results. The authors explained this by
adaptative mechanisms to oxidative stress. This mechanism can also be explained by
another finding, in according with Murate and collaborators, who demonstrated the
increase of O, and H>O, by retinol increase [6]. Our results tend to confirm these
observations. The activities of these enzymes (CAT and SOD) were significantly
correlated to the retinol levels (r=0.39 and r=0.40, p<0.01) respectively. In agreement
with Dal-Pizzol [36], the treatment with retinol only induces the increase of the CAT
activity in high doses; this may suggest that retinol levels could be a factor inducing
oxidative stress in HD patients. In this line, we also verified that CAT activity was
negatively associated with ALA-D activity, suggesting that the production of H>O, due to
elevated retinol levels could to contribute to inhibition the thiols groups from ALA-D
enzyme.

In summary, high lipid peroxidation in the plasma of HD patients could be
occurring due to the process of hemodialysis, which has already been mentioned in
other articles. Furthermore, the results of this work demonstrated the correlation

between high plasma retinol levels and lipid peroxidation, and also the induction of



antioxidant enzymes activity and inhibition of thiol group dependent enzyme, ALA-D. In
this line, the increase of plasma retinol levels in HD patients tends to act as additional
effect, as pro-oxidant agent. However, more works will be necessary to evaluate the
influence of retinol levels with other factors on oxidative stress biomarkers and possible

damages, as lipid peroxidation, protein oxidation and DNA injury in HD patients.
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Figure 1 — Demonstrates the significant increase in plasma retinol and MDA
levels in hemodialysis patients (n=29) compared to controls (healthy subjects;
n=20); being almost three times higher for plasma retinol levels. The Unit of

both is pmo.L™.
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Figure 2 - Spearman test correlation between plasma retinol and MDA levels
(n=49).
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Figure 3 - Spearman correlation test between plasma retinol levels and blood
ALA-D enzyme activity (n=49).
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Table 1. General characteristics of the studied groups (hemodialysis patients and healthy

subjects)

Parameters Healthy subjects HD patients

n=20 n=29

Age (years) 43.15+1.30 51 +2.17
Time of HD treatment

(months) - 45.68 +7.27

Sex (men/women) 10/10 19/10
Urea (mg/dL) 27.35+ 1.58* 164.54 +£7.45
Creatinin (mg/dL) 0.67 £ 0.07* 10.17 £ 0.62

The values are expressed as mean = standard error medium (SEM).
*Significantly different from controls (p<0.001).

Table 2. Activities of antioxidant enzymes and of ALA-D enzyme

reductor agent (DTT).

obtained with and without

Healthy subjects HD patients
Biomarkers
n= 20 n=29
ALA-D (Ul) 20.00 +1.49 11.57 £ 0.55*
ALA-D index of
21.05 +2.88 74.74 +7.35**
reactivation (%)
SOD (U SOD/mg Hb) 0.70 £ 0.05 0.90 £0.03*
CAT (K/ mg Hb) 43.17 £9.20 56.98 + 4.25*

Results expressed in mean * standard error medium.
*Significantly different from controls (p<0.05).
**Significantly different from controls (p<0.001).
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ex6genos) e seu papel protetivo na peroxidacéo lipidica e no risco cardiaco em

pacientes hemodialisados.
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ABSTRACT:

Objectives: The purpose of the study was to investigate the possible role of blood
carotenois and tocopherols may play on, the biomarkers of oxidative stress and the
risk of cardiovascular disease in hemodialysis patients (HD).

Design and methods: Plasma carotenoids, malondialdehyde (MDA) and reduced
gluthatione (GSH) levels were quantified by HPLC UV/VIS and plasma tocopherols
levels by HPLC with fluorescent detector. The superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and lipid profile were also analyzed. All blood analyses were performed in 29
HD e 20 healthy subjects.

Results: The lycopene levels were significantly decreased in HD compared to healthy
subjects. MDA, GSH, SOD, CAT and cholesterol (total and LDL) were significantly
increased (p<0.05). Lycopene levels were negatively correlated with levels of MDA
(r=-0.50; p<0.01), LDL cholesterol (r=-0.38; p=0.01) and the LDL/HDL cholesterol
relation (r=-0.33; p=0.03).

Conclusion: The lycopene levels, among the quantified exogenous antioxidants, may
be an additional factor contributing to decline the lipid peroxidation and possibly the

atherogenesis in HD.

Key words: hemodialysis, carotenoids, antioxidants, chronic renal failure,

tocopherols, lycopene.



INTRODUCTION

In hemodialysis patients (HD), the major cause of death is cardiovascular
disease, which accounts for 50% of the mortality in this group [1-3]. The
phisiolopathology of cardiovascular events in HD is multifactorial, but accelerated
atherosclerosis seems to play central role in cardiovascular dysfunction. In addition,
current evidence suggests that the high prevalence of the cardiovascular events in
these patients are directly linked to oxidative stress, and to the abnormality of plasma
lipid profile [4-8].

Chronic renal failure (CRF) is a prooxidant status, since there are oxidative
stress-inducing factors such as diabetes mellitus, inflammation, aging, and iron
overload [9]. However, in CRF patients on haemodialysis treatment the formation of
reactive oxygen species (ROS) is amplified, therefore beyond uremic toxins, the
hemodialysis itself due to bio-incompatible dialysis water, non-sterile dialysate, poor
quality of dialysis water, back-leak of contaminants across the dialysis membrane
and time of haemodialysis treatment [10-11].

The abnormalities in the antioxidant defense system and the increased
oxidative stress may lead to higher susceptibility to lipid peroxidation in low density
lipoprotein (LDL) [10, 12]. Antioxidant vitamins and dietary constituents (eg, vitamin
C, tocopherols, a-carotene, and other carotenoids) may play an important role in
protecting against oxidant damage and consequently against the atherosclerosis [13-
15].

In the literature there are controversious results in relation to biochemical
parameters, endogenous antioxidants and vitamins in HD [16]. Also, the relation
among the concentration of antioxidant enzymes, vitamins, carotenoids, classical

biochemical parameters, and oxidative stress biomarkers has not been extensively



evaluated in these patients yet. Thus, the aim of this cross-sectional study was to
verify the plasma concentrations of carotenoids (lycopene, lutein, zeaxanthin, a - and
B -carotene and [B-cryptoxanthin), vitamin E (a - and y- tocopherol) levels and
endogenous antioxidant enzymes (SOD, GPx and CAT) activities and GSH levels in
CRF patients on haemodialysis treatment along with its possible influence on lipid

peroxidation and atherogenesis.

SUBJECTS AND METHODS

SUBJECTS

This study included twenty nine patients with diagnosis of CRF (19 men and
10 women) undergoing regular haemodialysis treatment at Caridade and Health
House Hospitals, located in Santa Maria, RS, Brazil. The range of ages in HD were
53.96 + 2.18 years old. To be part of this research the patients should carry out
regular, however the patients with alcoholism problems, diabetes, viral hepatitis and
HIV, and the smoking ones were not included in the study. Patients using any
antioxidant vitamin within the last 3 months were also excluded.

The control group consisted of 20 healthy subjects (10 men, 10 women), that
were 43.83 + 1.30 years old, who did not have clinical history of renal diseases or
other pathologies. All the volunteers did not receive vitamins, were nonsmokers, and
have not consumed alcohol regularly.

The study protocol was approved by the Human Ethics Committee of the
Health Science Center from the Federal University of Santa Maria (protocol n®:
091/2003) and all the patients gave their informed consent prior to the inclusion in the

study.



Methods

Venous blood samples (10 ml) were drawn in fasting from HD before the
haemodialysis process (two days after the last process) and also from the control
subjects. The samples were divided in heparinized tubes, EDTA-containing tubes,
and tubes without anticoagulant. Plasma-EDTA and serum were obtained by
centrifugation at 1500 g for 10 minutes at 4°C.

Plasma carotenoids (lutein, zeaxanthin, lycopene, B-criptoxanthin, a- and -
carotene) and tocopherols (a and &-tocopherol) quantification were realized after
liquid-liquid extraction with a solution of n-butanol: etanol (50:50) in BHT (2,6-di-ter-
butyl-4-methylphenol) mixed by vortex and followed by centrifugation. The
supernatant was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) with
UV/VIS and fluorescent detector, according to [17] with modifications. The  — apo —
8 caroteno was utilized as internal standard.

Hemoglobin (Hb) and hematocrit (Hct) were determined in Cobas Micros
system (Hematology Analyzer, Roche Diagnostics®). The biochemistry analyses
were realized by automatic devices Cobas Integra 400 (Roche Diagnostics®). Index
of coronary risk is accomplished through total cholesterol and HDL cholesterol
relation or even through LDL cholesterol and HDL cholesterol relation.

Lipid peroxidation was estimated by measured malondiadehyde (MDA). The
measurement of plasmatic MDA was determined by high performance liquid
chromatographic system with visible detection (HPLC-VIS), a method developed by
our laboratory [18].

The levels of reduced glutathione in erythrocytes were measured by high
performance liquid chromatography (HPLC), a method developed by our laboratory

[19].



Enzymes assays were realized in the total blood with heparin. Superoxide
dismutase (SOD) activity was determined based on its ability to inhibit the
autoxidation of adrenaline into adrenochrome at an alkaline pH [20]. Catalase (CAT)
activity was determined using H2O. as substrate [21]. Glutathione peroxidase (GPx)
activity was determined using glutathione reductase and NADPH. The method is
based on the oxidation of NADPH, which is indicated by a decrease in absorbance at
340 nm [22]. They were measured spectrophotometrically using a UV-VIS model

Hitachi U-1800°.

Statistical analysis

Statistical computations were performed with Statistica® 6.0 software system
(Statsoft Inc., 2001). The results are expressed as mean * standard error medium
(SEM). Comparisons between groups were achieved by test t of Student or Mann-
Whitney test, depending on the variables distribution. Pearson’s correlation or
Spearman’s rank order correlation were used to evaluate the relation between pairs
of variables, following the variables distribution. A value of p<0.05 (5%) was

considered significant.

RESULTS

The general characteristics of the groups studied are demonstrated in Table 1.
The clinical history of the HD was evaluated, and the cause of renal failure was
unknown in the majority of the patients (n=11 or 37.9% of the patients). In order of
appearence, the major causes of renal failure were pyelonephritis and
glomerulonephritis (n=6 or 17.2% of the patients), hypertension (n=3 or 10.3% of the

patients), diabetes (n=3 or 10.3% of the patients), polycistic kidney (n=1 or 3.5% of



the patients), tuberculosis of urinary tract (n=1 or 3.5% of the patients), disease of
kidney tubules (n=1 or 3.5%). In relation to drugs consumption, the vitamin D was
used only by six patients, while seventeen patients used erythropoietin and eleven of
the patients used noripurum (saccharate ferric hydroxide). Additionally, we also
accompanied the clinical history of the HD studied during two years after the
collection of the blood samples and it was observed that during this period seven
individuals (24.1% of the total) died. Among these patients, the main cause of death
was cardiovascular diseases (n=6; 85.7%), and only one (3.5%) patient died due to
stroke.

Results of the vitamins and carotenoids are summarized in Table 2. The
tocopherols (a- and y- tocopherol) were unchanged in HD in comparison with healthy
subjects. Although the lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin and B —carotene were not
affected in the entire patient population (p>0.05), their levels in general (except the -
cryptoxanthin) were more pronounced in healthy subjects than HD. Moreover, both
the levels of alpha-carotene and lycopene were reduced by half in groups of
haemodialysis compared to the control group (p <0.05).

The parameters of lipid profile analyzed such as total cholesterol, LDL
cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides and the index of coronary risk (ICR)
are reported in Table 3. The levels of total cholesterol, LDL cholesterol and
triglycerides are within the reference values, but increased significantly when
compared to controls. Already, the HDL cholesterol is below the reference values
and also decreased when compared to controls. The HD in this study possessed TC
/ HDL two times greater than the healthy subjects. The LDL/HDL cholesterol relation

was three times greater in HD than in healthy subjects.



The average SOD and CAT activities in total blood were found to be
significantly increased in all the HD compared to healthy subjects (p<0.05). On the
other hand, GPx activity was significantly lower in the patients (p<0.01). Erythrocyte
GSH levels were significantly increased in HD (p<0.05). Table 2 demonstrates the
baseline plasmatic MDA levels, which were significantly increased in group of

patients compared with healthy subjects (p<0.01) (Table 4).

DISCUSSION

It is known that in HD the cardiovascular diseases play an important role in the
death of these patients. On the other hand, the oxidative stress is increased in HD
due to many conditions, mainly by the increase of the reactive species and decrease
of exogenous antioxidants as carotenoids and vitamins. In this line, studies are
interesting to explore the possible associations between oxidative stress biomarkers,
vitamins/carotenoids, lipid profile and its risk for cardiovascular disease in HD.
Moreover, it was observed that almost 30% of HD patients of the present study died
due to vascular diseases.

Our results confirmed occurence of impairment in oxidative stress biomarkers
in HD (Table 4). The increasing of free radicals, especially reactive oxygen species
(ROS), and abnormalities in the antioxidants defense system are among the main
factors that contributed for cardiovascular disease, and it is the main cause of
morbidity and mortality in these patients [32]. Additionally, the previous researches
demonstrated that the factor that may be highly influencing in the atherogenesis is
the lipid peroxidation [35]. It is an important hallmark of oxidative stress, which

disrupts the structural integrity of cell membranes and can also lead to the formation



of aldehydes, which in turn time damage lipids, proteins and DNA [36]. The main
product of the lipoperoxidation is malondialdehyde (MDA) which is also cytotoxic, and
it was examined in HD by our group of research, and their levels were strongly
elevated in comparison with healthy subjects [37]. In Table 4 the results of this work
confirmed the previous found.

The carotenoids have several functions in the prevention of human diseases,
such as cataract, cancer and other diseases acting as antioxidants [23]. In the case
of haemodialysis patients, the carotenoids have a very important role as antioxidants
and heart protectors [24]. Normally, dialysis patients have vitamin and carotenoid
abnormalities because of inadequate dietary intake resulting from poor appetite and
dietary restrictions and metabolic disorders associated with renal failure [25]. In this
study the patients had no statistical diferences in levels of carotenoids, with the
exception of lycopene and a-carotene that were reduced statistically in HD (Table 2).
These reductions in concentrations of carotenoids in haemodialysis patients can also
be a marker of the low intake of vegetables [24].

Although lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin and 3-carotene, may contribute to
the protection against several age-related diseases, including cataract, stroke, heart
disease, and mainly some forms of cancer [26], however showed no significant
differences between the study groups (table 3).

In contrary, the vitamin E (a- and y- tocopherol), a liposoluble vitamin, which
has strong antioxidant and anti-inflammatory activity did not show loss during
haemodialysis. According to other studies [6] these patients showed no difference in
concentrations when compared to the healthy subjects (table 2). Although vitamin E

is considered a strong antioxidant against the process of atherogenesis, and its



levels are normal in HD patients, they still continue with a high incidence of deaths
from vascular diseases.

Several studies have indicated that lycopene is an effective antioxidant and
free radical scavenger, because of its high number of conjugated double bonds [27-
28]. The lycopene, also has been suggested to prevent carcinogenesis and
atherogenesis by protecting critical biomolecules including lipids, low-density
lipoproteins (LDL), proteins and DNA [29-30]. Our results are consistent with other
work [24], in which the levels of lycopene are reduced almost by half in HD regarding
healthy subjects (table 2). The lycopene levels were negatively correlated with MDA
(r=-0.50; p<0.01), and in accordance to Velmurugan et al. 2002, work in vitro, who
observed that supplementation of lycopene significantly reduced the extent of lipid
peroxidation [31].

Furthermore, the lipid profile analysis demonstrated a moderate increase in
triglyceride, total cholesterol, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol and decreased
high-density lipoprotein (HDL) cholesterol in HD, (Table 3) results in accordance with
other author [33]. One of the consequences of the increased production of reactive
oxygen species in this setting is the oxidation of low-density lipoprotein (LDL) leading
to oxidized-LDL particles, which are important in the initiation and progression of
atherosclerotic plaques, since they can elicit inflammatory processes and lipid
accumulation within the arterial wall [34].

The lycopene also show hypocholesterolemic effect, in wich Loughrey et al,
(1994) show that macrophage enrichment with lycopene or with B-carotene results in
the suppression of cellular cholesterol synthesis and increase macrophage LDL
receptor activity. This effect can lead to enhanced clearance of LDL from the plasma,

and thus this carotenoid may be recognized as hypocholesterolemic agent [38]. In



our study the HD showed an inverse correlation between the levels of lycopene and
LDL cholesterol (r=-0.38; p=0.01). Also, these patients present an increase in the
index of coronary risk (LDL/HDL relation) and this index was negatively correlate with
lycopene levels (r=-0.33; p=0.039). According to Kinosian et al, 1994 this relation
together with the relation TC / HDL cholesterol are factors more trustworthy that his
own parameters of lipid profile to assess risks from coronary artery disease [39].

Moreover, the results of this study indicate that patients which perform
hemodialysis periodically have changes in its endogenous antioxidant system. A
major finding is the decrease of GPx activity, which in HD was almost reduced by 50
percent of activity when compared to controls, and its close correlation with the
degree of renal function impairment. This decrease in GPx activity may represent an
early consequence of active nephron mass reduction and is in keeping with the
suggestion that the renal tubule is the predominant site of synthesis of GPx [40]. The
GPx together with the CAT are the enzymes needed to remove hydrogen peroxide
(H202). The levels of GSH are larger than the levels in healthy subjects ones,
probably due to the compensation mechanism, although high GSH levels seem to be
insufficient due to the GPx levels arise [6]. The activity of CAT and SOD were
increased in HD, unlike the results found by Ceballos-Picot et al, 1996 [4]. The SOD
and CAT probably are increased by a process of compensation, due to the stress
generated during the hemodialysis process [41]. On the other hand, the increase of
GSH, SOD and CAT were not sufficient to decrease the plasma MDA levels, the
principal lipid peroxidation biomarker.

In conclusion, we observed that the hemodialysis patients showed reduced
levels of specific carotenoids, such as lycopene and a-carotene, and the most

accepted hypothesis to this finding can be a problem of the specific-metabolism of



these carotenoids, due to renal insufficiency. The endogenous antioxidant system
tends to act as a compensatory mechanism against the increase of oxidative stress
in HD, however it was observed increase of the lipid peroxidation. Moreover, the
increase of lipid profile was correlated with lycopene levels. In this manner, it may be
suggested that specific carotenoids levels linked to hemodialysis treatment may be
influencing additionally the sequential relation among damage oxidative, levels of

oxidized cholesterol, and cardiovascular diseases.
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Table 1

General characteristics of the population studied

Healthy group Haemodialysis patients
(n=20) (n=29)
Age (years) 43.83 £1.30 53.96 £ 2.18
Sex (F/M) 10/10 19/10
Haemodialysis time - 45.68 + 7.27
(months)
Table 2

Plasma carotenoids and tocopherols concentrations (umol.L") analyzed

haemodialysis patients and healthy subjects

Healthy group Haemodialysis patients
(n=20) (n=29)

Tocopherols (a and y) 29.59+1.30 33.16 £ 1.87
Lutein 0.62 £ 0.06 0.46 £ 0.05
Zeaxanthin 0.08 £ 0.01 0.07 £ 0.01
Criptoxanthin 0.18 £ 0.07 0.21 £0.04

o — Carotene 0.18 £0.03 0.07 £ 0.012

B — Carotene 0.64 £ 0.09 0.50+0.07
Lycopene 0.64 £ 0.06 0.35%0.042

4p<0.05 as compared to the healthy subjects.



Table 3
Comparison of lipid profile and the relation of coronary risk of haemodialysis patients

with the healthy subjects

Healthy group Haemodialysis patients
(n=20) (n=29)
Total cholesterol (mg/dL) 147.27 + 4.48 181.14 £ 5.382
LDL cholesterol (mg/dL) 72.66 + 4.37 115.89 £ 3.792
HDL cholesterol (mg/dL) 55.90 £ 3.00 28.89 + 1.92%
Triglycerides (mg/dL) 88.04 +6.14 160.37 £ 9.28°
Relation CT/HDL 2.68 £0.15 7.12 £ 0.55%
Relation LDL/HDL 1.28 £ 0.11 4.48 +0.32%

The values represent the mean + standard error medium (S.E.M)

#p< 0.01 as compared with the healthy subjects



Table 4

Biomarkers of oxidative stress analyzed in haemodialysis patients and healthy group

Healthy group Haemodialysis patients
(n=20) (n=29)
GSH (umol/gHb) 6.03 + 0.26 7.87 £0.272
CAT (K/ mg Hb) 27.96 +4.18 56.99 + 4.252
GPX (umol NADPH/min/g Hb) 11.57 £ 0.39 6.61 £0.212
SOD (U SOD/mg Hb) 0.69 £ 0.49 0.91 £ 0.03¢2
MDA (umol.L™) 453+0.16 6.92 + 0.36°

CAT = catalase; GPX = glutathione peroxidase; SOD= superoxide dismutase;
MDA = malondialdehyde, GSH = glutathione reduced.
The values represent the mean + standard error medium (S.E.M)

4p<0.05 compared to the healthy subjects.



4. DISCUSSAO

Pacientes com IRC, principalmente os que recebem uma técnica depurativa
extrarenal, como a hemodialise, possuem um desequilibrio do balango pré-
oxidante/antioxidante (Locatelli et al., 2003). Essa situacao tem origem multifatorial,
como a desnutricdo e hipoalbuminemia; o préprio estado urémico; uso de
membranas sintéticas bioincompativeis e presenca de contaminantes na agua de
didlise usadas durante a terapia. Além disso, fatores de comorbidade, como idade
avancada, diabetes, fenémenos inflamatdrios, infecciosos e virais também podem
contribuir para esse desequilibrio (Halliwell e Guteridge, 1990; Himmelfarb et al.,
2002). Tudo isso acarreta uma exacerbacdo do dano celular mediado por espécies
reativas, as quais estdo envolvidas na mortalidade e desenvolvimento de muitas
complicagdes, principalmente vasculares.

Para estes pacientes, inUmeras séo as razdes para a desnutricdo, incluindo
disturbios no metabolismo protéico e energético, alteragdes hormonais e ingestao
alimentar deficiente, devidos, principalmente a anorexia, nauseas e vOmitos,
manifestacdes clinicas frequientes no estado de toxicidade urémica (Martins e Riella,
2001), sendo por isso, importante a avaliagdo de vitaminas e de carotendides nestes
pacientes.

O retinol, maior forma circulante da vitamina A no organismo, encontra-se
aumentada em pacientes com IRC, tratados por hemodialise (Muth |, 1991). Neste
trabalho, os niveis de retinol plasmatico estavam trés vezes maiores em pacientes
hemodialisados quando comparados aos individuos saudaveis, (p<0.001). A analise
entre grupos com recente terapia e longa terapia (dados ndo mostrados), néo
demonstrou nenhuma diferenca relacionada ao tempo de tratamento, supondo com
isso que o tempo de hemodidlise nao interfira nas concentracées de retinol. O
principal motivo para o aumento dos niveis de retinol na circulagdo destes pacientes
€ devido a alteracdes no catabolismo da proteina carreadora do retinol (RBP) que é
dependente da funcao renal normal (Frey et al, 2008). Em pacientes que realizam
hemodialise, a concentracdo desta proteina aumenta, com o aumento da faléncia
renal. Foi demonstrado no presente trabalho que niveis de retinol plasmatico
apresentaram uma correlacado positiva com as concentracdes de uréia e creatinina
(Rock et al., 1997) (r=0,68 e r=0,65), respectivamente.



O retinol assim como a vitamina E possui propriedades lipofilicas e
antioxidantes. Pelo seu poder antioxidante é muito utilizado em terapias para
tratamento e prevencao de doencgas neudegenerativas e alguns tipos de cancer (Abd
et al., 2000). Porém, nos ultimos anos, o retinol tem sido alvo de muitos estudos,
pois, em altas concentracées constatou-se ter acdo pro-oxidante, promovendo o
aumento do anion superoxido e do peroxido de hidrogénio, e conseqlentemente o
aumento do MDA. Os pacientes deste estudo, assim como mostrado em varios
trabalhos, apresentaram niveis plasmaticos de malondialdeido (MDA)
significativamente aumentados (figura 1; artigo 1). Pela figura 2 do artigo 1 foi
demonstrada a existéncia de uma correlacédo positiva entre retinol e MDA, sugerindo
que o retinol estd atuando como pro-oxidante, aumentado possivelmente a
peroxidagao lipidica. Também foi constatada uma correlagdo negativa entre os
niveis de retinol e a atividade de ALA-D a qual pode ser inibida com o aumento do
estresse oxidativo (p<0.01) (figura 3; artigo 1), esta enzima vem sendo com
considerada um biomarcador do estresse oxidativo em varias patologias como na
IRC (Fontanellas et al, 2002) e também em relacdo ao tempo de hemodidlise
(Valentini et al, 2007).

Quando realizada a correlagao parcial para verificar se o MDA ou o retinol que
mais influenciavam na inibicdo da atividade da ALA-D foi demonstrado que somente
o retinol foi significativo, quando controlado pelo MDA (r=-0,43, p<0,05).

Realizando o teste com o dithiothreitol (DTT), agente utilizado in vitro para
prevenir ou reduzir a oxidacao dos grupos tidlicos a atividade da enzima, nao foi
observada a restauracéao, pelo DTT, aos niveis normais encontrados nos individuos
saudaveis. Isso faz supor que outros mecanismos poderiam estar envolvidos na
inibicdo. Dentre eles, a oxidagdo de outros aminoacidos nao sulfidrilicos, a sintese
diminuida dessa enzima, ou ainda outros fatores peculiares a condi¢cdo urémica,
como o0 acumulo de substancias no organismo que poderiam interferir na atividade
enzimatica.

Nesta mesma linha também demonstramos o desequilibrio na atividade das
enzimas antioxidantes, no qual a atividade da catalase (CAT) e da superéxido
dismutase (SOD) estavam aumentadas no grupo de pacientes. A explicacao para
estes aumentos pode ser devido a um processo compensatério que estaria
ocorrendo devido o aumento crénico das concentracdes de perdxido de hidrogénio

(H205) e do anion superoxido (O2).



De acordo com Murata e colaboradores (2000) o aumento das enzimas
antioxidantes (CAT e SOD) pode ocorrer pelo aumento do anion superdxido e do
peréxido de hidrogénio promovido pelo aumento das concentracbes de retinol.
Quando realizada a correlacdo entre o retinol e a atividade destas enzimas,
verificou-se uma correlacao positiva com as duas, a catalase (r=0,39; p<0,01) e a
SOD (r=0,40; p<0,01). Estes resultados estdo de acordo com Dal-Pizzol e
colaboradores (2000) que sugerem que o aumento dos niveis de retinol induz um
aumento da atividade destas enzimas.

Entre pacientes hemodialisados a principal causa de morbidade e mortalidade
sdo as doencgas vasculares (Bethesda,1993; Port, 1990; Panfrey, 1991). Neste
trabalho, dois anos apés as coletas sangliineas, em torno de 30% dos pacientes HD
morreram de doengas vasculares, sendo 1 por acidente vascular cerebral (AVC) e 6
por doencas cardiovasculares. O aumento do estresse oxidativo e altera¢des no
perfil lipidico, e conseqlentemente o aumento do indice de risco coronariano, sao o0s
principais fatores que podem acarretar doencas vasculares.

Os pacientes deste estudo possuiam as concentracdes de colesterol total,
colesterol LDL e triglicerideos dentro dos valores normais, apesar de serem
aumentados significativamente quando comparados com o grupo controle (tabela 4;
artigo 2). Porém, a concentragdo do colesterol HDL estava abaixo dos valores de
referéncia e significativamente diminuida comparada aos controles. Também foi
calculado o indice de risco coronariano (relagao colesterol total/colesterol HDL e
colesterol LDL/ colesterol HDL) (Kinosian et al, 1994) no qual os pacientes HD
apresentaram estes indices trés vezes mais elevados em relagdo aos controles,
sugerindo que apesar de possuirem alguns niveis de colesterol dentro dos valores
de referéncia, estes apresentavam um aumento de risco coronariano.

Os principais antioxidantes exdgenos carotendides e vitamina E (a- e y-
tocopherol) apresentaram poucas diferencas entre os pacientes hemodialisados e o
grupo controle. Sabe-se ainda, que a concentracdo dos carotendides € afetada
principalmente pela dieta (frutas e legumes) e pelo metabolismo. Sendo a vitamina
E, em varios trabalhos demonstrada como o principal antioxidante exégeno contra o
processo de aterogénese, neste estudo nao apresentou diferenca entre os dois
grupos (tabela 3; artigo 2). Isto pode sugerir que apesar da vitamina E estar em
concentracbes comparaveis a dos controles, os pacientes HD ainda continuam

morrendo por doencas causadas pela aterogénese. Dentre os carotendides, os



unicos que apresentaram diferenca entre os grupos foram o a-caroteno e o licopeno,
no qual suas concentracées estavam significativamente reduzidas pela metade no
grupo de pacientes. Ja o B-caroteno, a luteina, a B-criptoxantina e a zeaxantina nao
apresentaram diferencas entre os grupos de estudo.

O a-caroteno, apesar de estar diminuido siginificativamente no grupo de
pacientes HD, até entdo, ndo foi atribuida nenhuma acédo anti-aterogénica,
possuindo apenas agao antioxidante. Ja o licopeno, um dos principais antioxidantes
e cardioprotetores (Ohta et al, 1989), apresenta também acado hipocolesterolémica
(Loughrey et al, 1994). Por ser um dos carotendides mais importantes para a saude
humana possui grande interresse em seu estudo. Neste trabalho, foi demonstrado
que os pacientes HD possuiam os niveis de licopeno reduzidos significativamente
em relagao ao grupo controle. Também se evidenciou uma correlagédo negativa entre
os niveis de licopeno e MDA. Com esta correlagcdo podemos sugerir que os baixos
niveis de licopeno corroboram para o aumento da peroxidacado lipidica. Foi
constatada uma correlacdo negativa com o colesterol LDL, um dos principais fatores
responsaveis pelo aumento da prevaléncia da aterogénese, e o indice de risco
coronariano (relagédo colesterol LDL/ colesterol HDL). Com estas duas correlagdes
também podemos sugerir que a diminuicdo dos niveis de licopeno também
corroboram para o aumento do risco de eventos vasculares. Entdo, a partir destas
correlagdes podemos sugerir que em pacientes hemodialisados o licopeno, dentre
os carotendides estudados, é o que apresenta maior influéncia sobre a aterogénese.
Pois, como atua tanto como antioxidante quanto como hipocolesterolémico,
principalmente protegendo a fragdo LDL da oxidagcdo, estando em baixas

concentragdes ndo consegue proteger contra a aterosclerose.



5. CONCLUSOES:

Os pacientes HD apresentaram niveis plasmaticos de retinol aumentados e,
através das analises laboratoriais e estatisticas, foi possivel sugerir que em
concentracbes elevadas atua como um agente pré-oxidante/oxidante.
Induzindo o0 aumento das atividades das enzimas SOD e CAT, supostamente
por um mecanismo compensatério pelo aumento do perdxido de hidrogénio e
do anion superdxido; assim como inibir os grupos tiélicos da enzima ALA-D

(dano de proteina), além da peroxidacéo lipidica.

Os niveis sanglineos, de vitamina E (a- e y - tocoferol), carotendides (luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina, B-caroteno) e antioxidantes enddgenos (SOD,
CAT e GSH), comparaveis ao grupo de individuos saudaveis, nao impediram
0 aumento da peroxidacao lipidica em pacientes hemodialisados.

Os pacientes hemodialisados apresentaram concentracdes de colesterol total,
LDL e triglicerideos dentro dos valores de referéncia, porém o indice de risco
coronariano, relagcéo colestrol LDL/colesterol HDL, estava aumentado, cerca
de trés vezes, em relacao ao grupo controle.

A partir dos resultados obtidos é possivel sugerir que o licopeno, dentre as
vitaminas e carotendides analisados, € o que pode ter a maior influéncia
protetora sobre a aterogénese, que € a principal causadora de morbidade e
mortalidade por doencas vasculares nestes pacientes. Pois, os niveis de
licopeno foram correlacionados negativamente com os niveis de colesterol
LDL, sugerindo acao hipocolesterolémica, e ainda uma correlacdo negativa
com o indice de risco coronariano (colesterol LDL/colesterol HDL). Além
disso, seu aumento diminui a peroxidacao lipidica, sugerindo uma acao

antioxidante.
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