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RESUMO
Introducdo: Indicadores de estresse oxidativo, tais como produtos de oxidacdo de acidos nucleicos,

proteinas e lipideos, estdo aumentados em pacientes com lUpus eritematoso sistémico (LES) em

comparacdo com individuos saudaveis. Como 0 estresse oxidativo tem sido implicado na

fisiopatogenia do LES e na aterosclerose precoce nesses pacientes, uma possibilidade é o uso

adjuvante de antioxidantes, particularmente as formas de suplementacdo natural.

Objetivos: Primarios - verificar em pacientes com LES se a suplementacdo do 6leo da polpa de

pequi em capsula reduz: 1) as lesdes no DNA, mensuradas por meio do indice de dano ao DNA

obtido com o ensaio do cometa; 2) o colesterol total e a fracdo lipoproteina de baixa densidade

(LDL); 3) os niveis de proteina C reativa ultrassensivel (PCRus):; 4) os niveis de acido Urico.

Secundario — verificar, por meio de ensaio cometa, se 0 nivel de dano ao DNA é aumentado nos

pacientes com LES em relacdo ao apresentado por individuos controles saudaveis.

Pacientes e Métodos: Foi realizado um ensaio clinico controlado randomizado, cruzado, duplo-

cego gque consistiu em duas fases. Na primeira etapa, foram captados 38 pacientes entre 18 e 60

anos com LES e SLEDAI menor gue 10 a partir de 73 llpicos atendidos consecutivamente no

ambulatério de reumatologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Eles foram

randomizados em dois grupos: no grupo um, 22 pacientes receberam uma capsula de placebo por

dia durante 60 dias consecutivos e, no grupo dois, 16 pacientes receberam 400 mqg de 6leo de pequi

em capsula por dia durante 0 mesmo periodo. Houve um intervalo de 60 dias (wash —out) e, depois,

0s pacientes trocaram de grupo de modo que quem recebeu 6leo pequi passou a receber placebo e

vice-e-versa também durante 60 dias consecutivos. Terminaram esse ensaio clinico 29 pacientes.

Foram coletados sangue (para bioquimica, imunologia, hemograma e realizacdo do ensaio do

cometa), urina, dados sociais e antropométricos dos pacientes antes e depois de cada periodo,

totalizando quatro coletas. Para atingir o objetivo secundario foi feito um estudo transversal com

um grupo de 25 pacientes com LES pareados conforme género, idade e indice de massa corporal

(IMC) com 25 controles saudaveis. Coletou-se sangue para realizacdo do ensaio do cometa, dados

sociais e antropométricos de todos os individuos.

Resultados: Para o estudo cruzado foram selecionadas 29 mulheres com média de idade 33,6 anos,

média de IMC 24,1k g/m? e tempo médio de doenca 7,8 anos. A maioria delas era solteira (55,2%),

trabalhava fora de casa (51,7%), tinha renda familiar entre um e cinco saldrios minimos (69%),

concluiu o ensino médio (55,2%) e ndo praticava atividade fisica (72,4%). Utilizando como




parametro a prega cutanea triciptal (PCT), a maioria das pacientes foi classificada em pré-obesidade

e obesidade (51,7%). Quando foram usados outros indices antropométricos grande parte delas foi

classificada em eutrofia. Encontrou-se uma correlacéo inversa (r = -0,414 p = 0,029) entre o indice

de dano ao DNA (%) e a lipoproteina de alta densidade (HDL). Houve também uma correlacdo

inversa entre IMC e anos de estudo (r = -0,537 p = 0,03). Foi detectada uma diferenca significativa

das médias de indice de dano ao DNA (%) entre as praticantes de atividade fisica e as ndo

praticantes (p = 0,045) e entre as usuarias de vitamina D e as ndo usuarias (p = 0,006). Além disso,

ocorreu uma reducdo significativa da PCRus com o tratamento com 6leo de pequi em cdpsula. No

estudo transversal foram avaliados 23 mulheres e dois homens com LES e 23 mulheres e dois

homens do grupo controle. O nivel de dano ao DNA foi significativamente maior no grupo LES que

no grupo controle (p = 0,000). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos quanto a idade,

IMC, circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril; todavia se detectou uma diferenca

significativa entre 0os grupos quanto a relacdo cintura/quadril. Foi encontrada diferenca significativa

entre 0s grupos quanto ocupacdo (p = 0,011), renda familiar (p = 0,001) e escolaridade (p = 0,001).

Houve uma correlacdo positiva entre relacdo cintura/quadril e indice de dano ao DNA em ambos

grupos.
Conclusoes: O 6leo de pequi em céapsula ndo foi capaz de reduzir significativamente o indice de

danos no DNA, o colesterol total, a fracdo LDL e os niveis de 4cido Urico em mulheres com LES;

porém, esse mesmo 6leo foi eficiente em reduzir os niveis de PCRus nestas pacientes, o que indica

a reducdo da inflamacdo com uso desse suplemento antioxidante. Pacientes com LES tiveram maior

dano ao DNA em relacdo a controles saudaveis, o que sugere um estresse oxidativo aumentado.

Palavras-chave: LUpus eritematoso sistémico. Antioxidante. Estresse oxidativo. Ensaio do cometa.

Pequi. Estudo cruzado.




ABSTRACT

Introduction: Indicators of oxidative stress, such as products of oxidation of nucleic acid, proteins

and lipids, are higher in SLE patients than in healthy subjects. As oxidative stress has been

implicated in the pathogenesis of SLE and early atherosclerosis in these patients, one possibility is

the adjuvant use of antioxidants, particularly as natural supplements.

Obijectives: Primary — to verify in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) whether

supplementation with pequi pulp oil capsules reduces: 1) DNA damage, measured by the comet

assay, 2) total cholesterol and low-density lipoprotein fraction (LDL), 3) the levels of ultrasensitive

C-reactive protein (hsCRP), 4) the levels of uric acid. Secondary — to verify by comet assay if the

DNA damage level in patients with SLE is higher than that presented by healthy control subjects.

Patients and Methods: A controlled randomized, crossover, double-blind study was conducted,

consisting of two phases. In the first stage, 38 SLE patients were collected between the ages of 18

and 60, and SLEDAI less than 10, chosen from 73 lupus patients consecutively seen in the

rheumatology clinic of the University Hospital of Brasilia (HUB). They were randomized into two

groups: one group of 22 patients received one placebo capsule per day for 60 consecutive days and,

in group two, 16 patients received 400 mqg pequi oil in capsule form per day over the same period.

There was an interval of 60 days (wash-out), and then the patients switched groups so that those

who had received pequi oil began to receive placebo and vice versa, also for 60 consecutive days.

Twenty-nine patients finished this clinical trial. We collected blood (for biochemistry, immunology,

blood count and completion of comet assay), urine, and anthropometric social data from patients

before and after each period, totaling four collections. To achieve the secondary objective a cross-

sectional study was done with a group of 25 SLE patients matched by gender, age and body mass

index (BMI) with 25 healthy controls. Blood samples were taken to perform the comet assay, and

anthropometric data were collected from all individuals.

Results: For the crossover study 29 women were selected with a mean age of 33.66 years, mean

BMI of 24.1 g/m2 k and mean disease duration of 7.8 years. Most of them were single (55.2%),

worked outside the home (51.7%), had a family income of between one and five minimum wages
(69%), had completed high school (55.2%) and did not practice physical activity (72.4%). Using as

parameter triceps skinfold thickness (TSF), most patients were classified as overweight and obese

(51.7%). Using other anthropometric indices, most of them were classified as eutrophic. An inverse
correlation was found (r = -0.414 p = 0.029) between the index of DNA damage (%) and high




density lipoprotein (HDL). There was also an inverse correlation between BMI and vyears of

education (r = -0.537 p = 0.03). A significant difference was detected in the average rate of DNA

damage (%) between physical activity practitioners and non-practitioners (p = 0.045) and among

users of vitamin D and non-users (p = 0.006). Moreover, there was a significant reduction in hsCRP

treatment with pequi oil capsule. In a cross-sectional study 23 women and two men with SLE were

evaluated, as were 23 women and two men in the control group. The level of DNA damage was

significantly higher in the SLE group than in the control group (p = 0.000). No significant

differences were found between groups in age, BMI, waist circumference and hip circumference.

However, a significant difference was detected between groups in the waist / hip ratio. There was a

significant difference between groups regarding occupation (p = 0.011), household income (p =

0.001) and education (p = 0.001). There was a positive correlation between waist-hip ratio and

DNA damage in both groups.

Conclusions: Pequi oil capsule was not able to significantly reduce the DNA damage index, total

cholesterol and LDL cholesterol and uric acid levels in women with SLE, but it was effective in

reducing hsCRP levels in these patients, indicating reduced inflammation with the use of

antioxidant supplementation. SLE patients had higher DNA damage (assessed by the comet assay)

compared to healthy controls, suggesting increased oxidative stress.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. Antioxidant. Oxidative stress. Comet assay. Pequi.

Crossover study.
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I. INTRODUCAO

1.1 Lupus eritematoso sistémico

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria crbnica, complexa,
multissistémica, de natureza autoimune e de origem multifatorial que se caracteriza por um grande
conjunto de anticorpos, em especial os anticorpos antinucleares (ANA), também conhecidos como
fator antinuclear (FAN). Sua taxa de incidéncia varia de 1 a 10 a cada 100.000 pessoas/ano e sua
taxa de prevaléncia de 20 a 70 a cada 100.000. Assim, é uma doenca rara mais frequente em
mulheres em idade fértil - entre 15 e 45 anos; entretanto, pode se manifestar em qualquer idade, até
mesmo na primeira infancia. O LES pode ser particularmente grave nos extremos da vida (infancia
e terceira idade). A relacdo entre homens e mulheres é de aproximadamente 1 para 10. Pode ocorrer
também em todas as etnias, apesar de certos grupos éticos terem uma maior incidéncia, como
africanos e asiaticos (incidéncia 2 a 3 vezes maior), aborigenes australianos e grupos nativos
americanos do Canada e dos Estados Unidos (Patavino e Brady, 2001; Robbins e col., 1996; Borba
e col., 2008; Pons-Estel e col., 2010).

O LES tem inicio agudo ou insidioso e evolui com manifestacdes clinicas polimérficas, com
periodos de exacerbacbes e remissOes, caracterizadas, principalmente, por lesdes de pele,
articulac@es, rins e membranas serosas. Porém, pode acometer qualquer érgdo do corpo e a resposta
de cada paciente é Unica (Patavino e Brady, 2001; Robbins e col., 1996; Borba e col., 2008). Os
sinais e sintomas mais frequentes sdo: fadiga, dispneia, febre, anemia, perda ponderal, artralgia,
artrite, rash malar (em forma de borboleta), fotossensibilidade, alopecia, linfadenopatia, pleurite,
pericardite, diarreia, vasculite, sindrome nefritica, doencgas do sistema nervoso central e distarbios
de personalidade (Patavino e Brady, 2001; Forte e col., 2003). Com tamanha variabilidade do
quadro clinico, o Colégio Norte Americano de Reumatologia estabeleceu critérios para seu
diagnostico em 1982, revisados em 1997 (Robbins e col., 1996; Borba e col., 2008; Tan e col.,
1982; Hochberg, 1997). Assim, para se classificar o diagndstico é necessaria a presenca de, no
minimo, quatro dos 11 critérios (Anexo 1).

A causa do LES é ainda desconhecida; no entanto, sabe-se que existe a perda de
mecanismos reguladores que mantém a autotolerdncia a antigenos nucleares, o que resulta na

deposigcdo de imuno-complexos nos tecidos (Bosch, 2011; Robbins e col., 1996). A mudanca da
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resposta imune de células T auxiliares Thl para Th2 resulta na hiperatividade das células B, na
producdo de auto-anticorpos patogénicos e na inflamacdo (Hsieh e Lin, 2011). Dessa forma, ha
anticorpos contra inGmeros componentes nucleares e citoplasmaticos da célula que ndo sao
especificos para 6rgdo (Bosch, 2011; Ribas, 2007; Robbins e col., 1996). Os ANA podem ser
agrupados em quatro categorias: - anticorpos contra 0 DNA (anti-DNA de dupla fita ou nativo —
anti-dsDNA,; anti-DNA de cadeia simples — anti-ssDNA); - anticorpos contra histonas (anti-
histona); - anticorpos contra proteinas nao histnicas ligadas ao RNA (anti-Sm; anti-SS-A/Ro; anti-
SS-B/La; anti-nRNP); e, — anticorpos contra antigenos nucleolares (Bosch, 2011; Ribas, 2007;
Robbins e col., 1996).

O anti-DNA esta presente em aproximadamente 60% dos pacientes com LES clinicamente
ativo e 25% dos pacientes com doenca em remissdo. Esse autoanticorpo é considerado um
importante marcador da atividade de doenca. O anticorpo anti-Sm esta presente em 30% dos
pacientes com LES, é altamente especifico e ndo € detectado em individuos saudaveis e em
pacientes com outras doencas reumaticas. Anticorpos anti-SS-A/Ro sdo encontrados em 35% em
pacientes com LES e o SS-B/La em aproximadamente 15% (Ribas, 2007).

Os anti-dsDNA podem contribuir para o dano tecidual por maltiplos mecanismos. Um deles
é a ativacdo da cascata do sistema de complemento, com o consequente recrutamento de células
inflamatorias para o local de deposicdo do imuno-complexo e a ativacdo direta de células
inflamatorias por meio do envolvimento do receptor Fc por imuno-complexos (Diamond e col.,
2011). Os imuno-complexos também induzem as células dendriticas plasmocitdides a secretar
interferons do tipo 1 (Bosch, 2011). Além dos ANA, o0s pacientes lUpicos possuem inlmeros outros
autoanticorpos;_alguns reagem contra elementos do sangue, outros contra fosfolipidios. Os
fosfolipidios sdo necessarios para coagulacdo do sangue; pacientes com anticorpos contra essas
substancias podem apresentar alteracfes nos testes de coagulacéo e, eventualmente, manifestacdes
de hipercoagulabilidade (Robbins e col., 1996).

O LES é uma doenca heterogénia com a producédo de autoanticorpos diferentes, regulada por
fatores genéticos distintos (Robbins e col., 1996). A constituicdo genética regula a producdo de
autoanticorpos, como os genes MHC. Polimorfismos especificos do locus HLA-DQ foram ligados a
producdo de anticorpos anti-dsDNA, anti-Sm e antifosfolipidios. Além disso, alguns pacientes
lupicos apresentam deficiéncias herdadas dos componentes iniciais do complemento, como C4. A
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auséncia de complemento provavelmente prejudica a depuragdo de imunocomplexos circulantes
pelo sistema fagocitario mononuclear e favorece a deposicdo no tecido. A producdo de anticorpos
lesivos para o tecido € determinada por autoantigenos e resulta de uma resposta oligoclonal da
célula B que ndo difere da resposta a antigenos estranhos (Robbins e col., 1996). Outra
caracteristica do LES € a expressdo de genes especificos de neutrofilos, correlacionados com
atividade de doenca (Bosch, 2011).

Entretanto, a expressdo do LES também é influenciada por fatores ndo-genéticos, a exemplo
dos ambientais. Drogas como hidralazina e carbamazepina podem induzir o lipus como resultado
de uma reacdo adversa. Em muitos casos, 0s sintomas desaparecem com a descontinuagdo do uso da
droga (Patavino e Brady, 2001; Robbins e col., 1996). A exposicdo ultravioleta (UV) é outro fator
que resulta e exacerba a doenca em muitos individuos (Robbins e col., 1996). A luz UV pode
induzir particulas autoantigénicas apoptéticas resultando em peroxidacdo do DNA e aumento da
regulacdo de algumas citocinas e fatores quimiotaticos (Zhang e col., 2011). Os hormdnios sexuais
também parecem exercer influéncia importante na ocorréncia e nas manifestacfes do LES, pois a
frequéncia dessa doenca é 10 vezes maior em mulheres que em homens durante os anos
reprodutivos (Robbins e col., 1996). O tabagismo também exerce alguns efeitos imunoinflamatérios
capazes de piorar ou até mesmo de induzir doengas autoimunes como o LES (Doria e col., 2008).
Dessa forma, as interagdes de fatores genéticos, hormonais e ambientais atuam em conjunto para
ativar as células T auxiliares e as células B o que causa a produgdo de varios autoanticorpos
(Robbins e col., 1996).

O tratamento medicamentoso deve ser individualizado e depende dos érgédos ou dos sistemas
acometidos e da gravidade desses acometimentos. Os glicocorticoides, como a prednisona, sdo 0s
farmacos mais utilizados no tratamento do LES tanto para suprimir a resposta autoimune agressiva
quanto para estabilizar a inflamacdo resultante. E, em virtude de seus efeitos colaterais, como
complicacBes musculo-esqueléticas, por exemplo necrose avascular, eles devem ser utilizados na
menor dose efetiva para controle da atividade da doenca e com reducdo gradual da dose, assim que
possivel. Os pacientes que ndo conseguem atingir a dose de manutencdo de glicocorticoides igual
ou menor a 7,5mg/dia, devem associa-los a outra droga. A prednisona tem efeitos nas interleucinas
1 e 2. A interleucina 2 (IL2) tem um papel chave na proliferacdo das células T. A producéo
espontanea de interleucina 1 (IL1) é pré-inflamatéria e pode inibir a utilizacdo de IL2 pelas células
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T. A prednisona reduz a producédo espontéanea de IL1 (Patavino e Brady, 2001; Borba e col., 2008).

A cloroquina é um medicamento essencial para controlar a atividade da doenca, pois reduz a
incidéncia de lesdes cutaneas e renais e pode poupar 0 uso de corticoides. Os efeitos colaterais séo
mais brandos, como mudanca da coloragdo da pele. As drogas imunossupressoras, €OmMo
ciclofosfamida, azatioprina, metotrexato e micofenolato de mofetil também podem ser utilizadas
dependendo da gravidade do caso. Esses medicamentos podem provocar Vvarios efeitos colaterais,
como citopenia, hepatite, ndusea, vomito, estomatite e distdrbios no sistema nervoso central.
Quando houver manifestacdo da doenca que ndo responda a determinada droga, pode ser necessario
fazer uso concomitante de diversos medicamentos (Patavino e Brady, 2001; Borba e cols, 2008).

O acompanhamento do tratamento dos pacientes llUpicos pode ser fundamentado em
instrumentos que sejam capazes de medir de maneira objetiva a atividade inflamatéria da doenga e
sua sequela. O principal indice de atividade atualmente utilizado é o Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (SLEDAI) (Anexo 2), composto por 24 itens inclusive sinais, sintomas e
testes laboratoriais com variacdo do peso de 1 a 8, conforme a importancia do item. A soma da
pontuacdo desses itens € o escore final, que varia de 0 a 105; quanto maior o escore final, maior a
atividade de doencga (Bombardier e col., 1992; Borba e col., 2008). O SLEDAI menor que cinco ¢é
considerado atividade leve do LES; de cinco a 10 moderada e; acima de 10, severa (Nossent, 1998).
A verificacdo de lesdo irreversivel ou sequela decorrente da doenca ou dano organico cumulativo
desde o inicio do LES devido a doenca, tratamento ou comorbidades pode ser medida por meio do
Systemic Lupus International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology
(SLICC/ACR) (Anexo 3). Sdo considerados 12 sistemas orgéanicos e o dano deve estar presente hd,
pelo menos, seis meses. Esse indice pode ficar estavel ou aumentar com o decorrer do tempo; sua
pontuacdo vai de 0 a 47 (Gladman e col., 1996; Borba e col., 2008).

Com um protocolo de tratamento bem estabelecido e o desenvolvimento de testes
laboratoriais para detectar os ANA — o que possibilita o diagnéstico precoce do LES - a sobrevida
aumentou de 50% em cinco anos em 1950 para mais de 90% em cinco anos desde 0 meio dos anos
70 e por volta de 80% em 15 a 20 anos. Entretanto, alguns grupos podem apresentar maior risco de
complicacBes, como maior morbimortalidade em negros, hispanicos e indigenas norte-americanos
quando ndo se realiza o ajuste para o status socioecondémico, como nivel educacional e renda. Os

estudos que realizaram esse ajuste ndo detectaram essa diferenca por etnia. Todavia, ha
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componentes genéticos especificos da etnia que provavelmente podem ser refletidos no inicio do
curso da doencga, enquanto que diferencas tardias observadas podem ser mais indicativas de status

socioecondmico e acesso a cuidados médicos (Doria e col., 2008; Pons-Estel e col., 2010).

1.2 Estresse oxidativo e LES

O balango reducdo-oxidacdo (também conhecido como redox) em sistemas bioldgicos é
determinado pela presenca de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons, que sofrem
frequentes interconversdes entre o estado reduzido e oxidado. ModificagcBes no balanco redox de
sistemas bioldgicos podem causar o estresse oxidativo. A intensidade e a patogenicidade desses
desequilibrios vao depender das concentracGes locais de espécies pré e antioxidantes (VVasconcelos
e col., 2007).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas,
sdo moléculas de curta duracdo formadas por reagdes quimicas capazes de modificar rapidamente
outras moléculas. Por meio dessas modificacOes, elas agem como moléculas de sinalizacdo para
uma ampla gama de funcdes celulares (Oetes, 2010). Assim, sua producdo é parte integrante do
metabolismo humano, com importantes fungdes bioldgicas (Vasconcelos e col., 2007). Pequenas
flutuacGes na concentracdo de algumas ERO e ERN podem ter um papel na sinalizacdo intracelular
na fisiologia normal (Bayir e Kagan, 2008). Quando a producdo dessas espécies é aumentada, 0
organismo controla e reestabelece o equilibrio por meio de seu eficiente sistema antioxidante
(Vasconcelos e col.,, 2007). Contudo, aumentos descontrolados na geracdo das ERO e ERN,
excedendo a capacidade dos mecanismos antioxidantes de defesa, resultam em estresse oxidativo e
nitrosativo (Bayir e Kagan, 2008).

Esse estado tem importancia na fisiopatologia de muitas doengas crénicas, como as doencas

autoimunes, pois as ERO e ERN atacam macromoléculas como carboidratos, proteinas, DNA e

lipidios, causando danos celulares (Vasconcelos e col., 2007). As proteinas sdo um dos principais

alvos dessas espécies, pois elas sdo 0s principais componentes de muitos tecidos, células e plasma e
exibem rapidas taxas de reacdo com muitos oxidantes (Zhang e col., 2009). As espécies reativas
com maior importancia bioldgica séo: (1) as espécies derivadas de oxigénio, como superéxido (O7),
peréxido de hidrogénio (H,O.), radical hidroxila (OH), radical peroxila (RO7), oxigénio singlete
(*0,); (2) as espécies derivadas de nitrogénio, como 6xido nitrico (NO') e peroxinitrito (ONOO); e
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(3) as espécies derivadas de cloro, como &cido hipocloroso (HOCL) (Cerchiaro e Honério, 2011;
Vasconcelos e col., 2007).

O sangue humano é uma excelente fonte de marcadores in vivo do estresse oxidativo, pois
nele sdo transportados e redistribuidos antioxidantes. E considerado uma amostra bioldgica Unica e
pode descrever o estado de saude de um individuo no momento da coleta. A andlise do balango
redox pode ser realizada em soro e/ou plasma e /ou eritrdcitos (Vasconcelos e col., 2007).

O sistema antioxidante sanguineo é classificado em enzimatico e ndo enzimatico. O
enzimatico € representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes: a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). O ndo_enzimatico é formado por muitas
substancias como a glutationa (GSH) - principal composto antioxidante intracelular -, tocoferdis,
ascorbato, &cido Urico e B-caroteno, além de proteinas de transporte de metais de transicdo tais
como a transferrina e a ceruloplasmina, entre outras. Ha também os biomarcadores de dano
oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio como malondialdeido (MDA),
isoprostanos, lipoper6xidos e outros derivados da peroxidacdo lipidica das membranas celulares.
Além desses marcadores citados, ha a capacidade antioxidante total (CAOT) que, ao invés de
analisar antioxidantes isolados, considera a agdo acumulativa de todos os antioxidantes presentes.
Para medir a CAOT realizam-se ensaios de captacdo em que um radical é gerado e reage com
moléculas-alvo para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia ou outra mudanca
mensuravel. Um outro marcador de dano em macromolécula é o teste do cometa, que detecta o dano
ao DNA em leucdcitos (Vasconcelos e col., 2007).

O amplo fenétipo do LES é unificado pela producdo de autoanticorpos, uma funcdo da
resposta imune adquirida. Todavia, uma resposta imune inata inapropriadamente ativa e mantida é
implicada nas consequéncias patogénicas, de iniciacdo da producdo de autoanticorpos no LES e de
deposicdo de imunocomplexos que resulta em dano aos tecidos (Oetes, 2010; Pérez e col., 2012).
Uma importante parte da resposta imune inata é a producdo de espécies reativas (Oetes, 2010). O
aumento na producdo dessas espécies pode favorecer o desenvolvimento do LES, pois o estresse
oxidativo causa imuno-modulacdo (Hassan, 2011). Assim, esse desequilibrio pode contribuir para a
disfuncdo das células do sistema imunolégico, a producdo de autoantigenos e a reatividade de
autoanticorpos. Além disso, proteinas oxidativamente modificadas sdo responsaveis por

perturbacdes adicionais em doengas autoimunes, pois representam alvos potenciais para o sistema
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imune pela quebra da tolerancia das células B (Lozovoy e col., 2011). A susceptibilidade ao estresse
oxidativo é também influenciada por polimorfismos genéticos da superoxido dismutase e de outras
enzimas antioxidantes, niveis endégenos de antioxidantes como acido L-ascorbico e a-tocoferol e
niveis de glutationa eritrocitaria (Rastmanesh e Baer, 2011).

A peroxidagdo lipidica leva a formacédo de aldeidos altamente reativos como malondialdeido
(MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE), que podem se ligar a proteinas e, assim, resultar em sua
modificacdo estrutural e afetar suas funcdes bioldgicas. Aumentos no estresse oxidativo e na
formacdo de MDA e HNE estdo associados com LES. Entretanto, o papel potencial do estresse
oxidativo, especialmente a consequéncia da modificacdo oxidativa de proteinas pelo MDA e pelo
HNE na patogénese e progressdo do LES permanece obscura (Wang e col., 2010).

A acdo das espécies reativas leva a formagdo de proteinas carboniladas, 3-nitrotirosina e
hidroperéxido de proteina. O grupo proteina tiol pode inibir a formacdo de hidroperdxido de
proteina pela remocéo do radical peroxil. Os niveis de proteina carbonilada, de 3-nitrotirosina e do
grupo proteina tiol podem refletir aproximadamente o nivel total de oxidacdo proteica em LES
(Zhang e col., 2009). Proteinas oxidadas também causam disturbios fisioldgicos, inclusive perda de
estrutura e funcdo. Alteracdes em sequéncias de aminoacidos ou em sua estrutura podem gerar neo-
epitopos das préprias proteinas, causando um agressivo ataque autoimune. A oxidacdo causa
modificacbes pds-traducionais das proteinas que permitem um reconhecimento dos novos epitopos
estimulando celulas B e/ou células T o que leva a uma quebra da tolerancia (Lozovoy e col., 2011).

Assim, o aumento significativo do dano oxidativo mediado por ERO e ERN, com niveis
aumentados de MDA, dienos conjugados 4-HNE e reduzidos niveis de enzimas antioxidantes (SOD
extracelular, catalase e GPx) ocorrem no soro de pacientes com LES, se comparados a controles.
Modificagbes nos niveis de enzimas antioxidantes e antioxidantes, junto com niveis alterados de
ceruloplasmina, transferrina, elementos-traco, perfil de acido graxo e o aumento de citocinas pro-
inflamatorias podem ser responsaveis pela severidade da doenca encontrada em sua fase aguda
(Kurien e Scofield, 2006).

A inflamac&o cronica também esta associada com o aumento do estresse oxidativo (Avalos e
col., 2007) e os pacientes com LES estdo em um estado de inflamagdo cronica no decorrer da
doenca. Esse estado leva ao acumulo de neutrdfilos nos tecidos que, ativados, produzem grande
quantidade de mieloperoxidase e, com sua rea¢do com H,O, resulta em maior produgdo de HOCL
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(Zhang e col., 2009). Por outro lado, o estresse oxidativo também contribui para a inflamacéo
cronica dos tecidos. O potencial do estresse oxidativo para induzir uma resposta autoimune ou para
contribuir para patogénese da doenca tem sido pouco utilizado em estudos de progndstico (Hassan,
2011). Medicagdes usadas, inclusive esteroides e metotrexato, estdo relacionadas aos altos niveis de
desequilibrio oxidante/antioxidante o que sugere uma acdo pro-oxidante (Hassan e col., 2011).

Ha varias consequéncias secundarias do estresse oxidativo nos pacientes com LES, como sua
associacdo com a fadiga (Avalos e col., 2007), com o desenvolvimento de fibrose microvascular
progressiva (Zhang e col., 2009), com a alopecia, com a nefrite (Hassan e col., 2011) e com o perfil
lipidico aterogénico (Nuttall e col., 2003). Ademais, esse estado desempenha um papel central na
dislipidemia e na aterosclerose (Hassan, 2011) e é um importante mediador de hipertensdo arterial
mediada por mecanismos autoimunes (Mathis e col., 2012).

Os estudos que avaliaram a associacéo entre LES e o estresse oxidativo possuem resultados
contraditorios. Wang e col. (2010) demonstraram um aumento significativo no estresse
oxidativo/nitrosativo em pacientes com LES, indicando um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e mecanismos de defesa antioxidante. Sugeriram que
modificacOes oxidativas de proteinas enddgenas devido MDA, HNE ou ONOQO™ podem induzir uma
resposta autoimune pelo estimulo a linfocitos T e/ou B. Concluiram que marcadores do estresse
oxidativo/nitrosativo podem ser Uteis na avaliacdo da atividade de doenca em LES e, assim, na
progressdo de doenga (Wang e col., 2010). Entretanto, Pérez e col. (2012) afirmaram gue pacientes

com LES apresentam aumento no estresse oxidativo apesar dessa resposta ndo estar correlacionada

com atividade de doenca e sua duragdo. Niveis de MDA e grupos sulfidril (SH) podem ser usados
como biomarcadores para medir o estresse oxidativo em pacientes com LES, enquanto que o &cido
drico ndao pode ser usado com o mesmo propdsito (Pérez e col., 2012). Outro estudo mostrou que
pacientes com LES apresentam um estado persistente de estresse oxidativo e oxidagdo proteica
mesmo em doenca inativa ou em baixa atividade de doenca. Até em baixa atividade de doenca, ha
uma persisténcia da condicédo inflamatoria o que favorece o estresse oxidativo. Em comparagdo com
pacientes com doenga inativa, pacientes com doenca ativa ndo apresentam modificacdes no estresse
oxidativo e nem na capacidade antioxidante, devido as drogas antioxidantes usadas no tratamento
do LES, especialmente a prednisona (Lozovoy e col., 2012).

Zhand e col. (2009) identificaram a presenca de estresse oxidativo em pacientes com LES,
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sugerindo que a oxidacdo proteica pode ter um papel na patogénese do dano crénico aos 6rgaos no
LES (zZhang e col., 2009). J& Avalos e col. (2007) ndo encontraram diferengas entre controles e
pacientes com LES com doenca estavel quando mensuraram o estresse oxidativo por meio da
excregdo de isoprostano (Avalos e col., 2007).

Apesar das proteinas oxidadas serem citadas como a principal causa dos distlrbios

fisiolégicos (Zhang e col., 2010), pacientes com LES também apresentam aumento dos niveis de

danos no DNA, verificado pelo aumento dos niveis de bases oxidadas como a 8-desoxi-quanina (8-

0x0G). Tal aumento tem sido principalmente associado a manutencdo de uma forma de DNA

antigénico na circulacdo (DNA de baixo peso molecular associado a complexos imunes circulantes)

(Lunec e col., 1994) e a um mecanismo defeituoso de reparo de danos no DNA (Bashir e col., 1993;

Evans et al., 2000). Esses, por sua vez, poderiam estar associados com um aumento: (1) da

producdo de intermediarios reativos de oxigénio na inflamacéo (Bashir e col., 1993): (2) de aldeidos

derivados da peroxidacdo lipidica, gue sdo capazes de mutacdes no DNA ao formar adutos de DNA;

e (3) de metabdlitos do estrogénio, que podem causar danos no DNA direta ou indiretamente por

meio de processos ciclicos redox que geram espécies reativas (De Bont e van Larebeke, 2004); o

Gltimo explicando pelo menos em parte a incidéncia 10 vezes maior de LES em mulheres gue em

homens durante os anos reprodutivos (Robbins e col., 1996).

1.3 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa, também chamado ensaio de eletroforese em gel de célula Unica, ou de
eletroforese em microgel (Ostling, K.J. Johanson, 1984), é uma técnica rapida, simples, visual e
sensivel, amplamente usada para medir e analisar danos no DNA (Ostling e Johanson, 1984; Singh
e col., 1988). Serve tanto para deteccdo de quebras de fita simples quanto dupla (Fairbairn e col.,
1995; Dusinska e Collins, 2008) em células de mamiferos a um baixo custo (McKelvey-Martin e
col.; 1993) em sistemas in vitro, in vivo e ex vivo (Ceneli e col., 2009). A metodologia desse teste
foi desenvolvida em meados dos anos 80, originalmente introduzida por Ostling e Johanson, para
visualizacdo direta de dano ao DNA em células individuais. Esse método consistia em realizar a
eletroforese de células irradiadas com raios gama embebidas em agarose, e depois lisadas, sendo a
lise e a eletroforese realizadas a um pH 9,5 o que significa que ndo havia separac¢ao das cadeias de

DNA. Depois, as células eram submetidas a um corante fluorescente e se assemelhavam com um
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cometa, com cabeca e cauda (Ostling e Johanson, 1984).

Depois, Singh e colaboradores modificaram essa técnica com a realizagdo da eletroforese
em um pH alcalino (Singh e col, 1988) com o foco principal de maximizar a sensibilidade de
deteccdo de baixos niveis de dano ao DNA (Fairbairn e col., 1995). Assim, o pH acima de 12,3 foi
utilizado para facilitar a desnaturacéo, o desenrolamento e a expressdo de quebras na fita simples,
assim como mostrar danos no DNA que sé se tornam aparentes apds a exposicdo a um meio
alcalino, as chamadas lesGes alcali-labeis (Fairbairn e col., 1995). A diferenca entre o resultado das
duas técnicas € que na neutra, a cauda do cometa consiste em loops relaxados de DNA e na alcalina,
a cauda é constituida de fragmentos de DNA (Klaude e col., 1996).

As quebras de fitas simples podem ter uma profunda influéncia no comportamento do DNA,
pois ele esta superenovelado no nacleo. A molécula de DNA nas células eucaridticas tem 50 a 100
cm de comprimento e deve ser enovelada para caber dentro de um ndcleo de 5 a 10um de diametro.
A quebra de fita simples libera esse enovelamento e induz a um relaxamento da estrutura do DNA
(McKelvey-Martin e col.; 1993) que pode ser esticado pela eletroforese (Ostling e Johanson, 1984).
O teste do cometa permite a deteccdo de diferencas inter-células em dano e reparo no DNA em
células eucaridticas (McKelvey-Martin e col.; 1993). Os danos no DNA consistem, principalmente,
em lesBes temporarias. Assim, esses danos representam um estado dindmico constante, com o saldo
entre quebra e reparacao (Dusinska e Collins, 2008).

De forma resumida, o ensaio do cometa consiste em suspender as células em agarose em
baixo ponto de fusdo (low melting) fundidas em uma lamina. Depois de secas, as laminas séo
mergulhadas em um solugdo de lise (Fairbairn e col., 1995) com o intuito de permeabilizar as
células. Assim, as membranas celulares, os componentes sollveis e as proteinas nucleares sdo
extraidas e 0 DNA super-enovelado permanece dentro de uma estrutura do tipo ndcleo, chamado
nucleoide (McKelvey-Martin e col.; 1993; Dusinska e Collins, 2008). Ap0s essa etapa, as laminas
sdo incubadas em solucdo alcalina de eletroforese (Fairbairn e col., 1995) para permitir o
desenrolamento do DNA (McKelvey-Martin e col.; 1993). A seguir, é realizada a eletroforese para
formar os cometas a partir do principio de liberacdo do DNA danificado do nucleoide (Fairbairn e
col., 1995). As laminas sdo entdo lavadas com solugédo de neutralizagdo para evitar interferéncia de
alcalis com a coloracdo (McKelvey-Martin e col; 1993). Depois, sdo marcadas com uma solucao
fluorescente, como brometo de etideo, para a analise de imagem (Fairbairn e col., 1995) por
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microscopia de fluorescéncia (Dusinska e Collins, 2008).

A técnica visual de analise das células é a forma mais simples de analisar os cometas pela
base de extensdo do dano e tem sido utilizado com sucesso. No entanto, reconhece-se que a analise
por imagem melhora significativamente a sensibilidade (Fairbairn e col., 1995), apesar de ja se ter
comparado os dois métodos e constatado que os resultados de ambos se correlacionaram muito bem
(Dusinska e Collins, 2008). Todas as etapas do ensaio do cometa devem ser realizadas sob luz
amarela, luz vermelha ou no escuro, para prevenir danos adicionais no DNA (McKelvey-Martin e
col.; 1993).

E possivel avaliar os cometas a partir de sua aparéncia e graduar os niveis de dano, com
precaucOes para evitar viés do observador. A distancia de migracdo do DNA do nucléolo é usado
para avaliar a extensdo de dano ao DNA. Ha também o método de momento da cauda definido
como produto do comprimento da cauda e a fracdo total de DNA na cauda (Fairbairn e col., 1995).
A capacidade de migracdo do DNA ocorre em fungdo do tamanho do DNA e do nimero de quebras
nas extremidades. O tamanho da cauda aumenta, inicialmente, conforme o dano, mas atinge um
maximo que é definido, em grande parte, pelas condicdes de eletroforese e ndo pelo tamanho dos
fragmentos (Fairbairn e col., 1995).

Os niveis de migracdo de DNA a partir do nucleo em dire¢do ao anodo é observado nas
células com dano aumentado, apds coradas com brometo de etideo. Cada célula danificada tem a
aparéncia de um cometa, com a cabeca fluorescente brilhante e uma cauda cujo comprimento e
intensidade de flourescéncia é relacionado ao nimero de quebras em fita de DNA. Células sem
danos aparecem com um nucleo intacto (cabeca do cometa) e sem cauda (McKelvey-Martin e col.;
1993). Os cometas sdo classificados em cinco categorias (de 0 a 4) conforme a extensdo de
migracdo do DNA. Essa classificacdo é realizada de acordo com a aparéncia dos cometas, por
exemplo comprimento de cauda, didmetro da cabeca e intensidade. Aqueles com cabeca brilhante e
sem cauda aparente sdo designados como 0, ja aqueles com cabeca muito pequena e cauda muito
alongada séo classificados como 4. Cometas que apresentam caracteristicas intermediarias entre as
categorias 0 e 4 sdo facilmente distinguiveis e atribuidas as categorias 1, 2 e 3 (Jaloszynski e col.,
1997).

Os linfocitos do sangue periférico sdo o tipo celular mais comumente estudado por meio do
ensaio do cometa (Jaloszynski e col., 1997), pois o sangue é facilmente coletado. Esse teste € uma
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ferramenta Util para relacionar questdes relativas ao estresse oxidativo em linfécitos humanos. Tem
sido usado como biomarcador de patologias, revelado os efeitos pro-oxidantes/antioxidantes de
varios compostos enddgenos e exdgenos e considerado uma técnica valida para avaliar se
antioxidantes/micronutrientes sdo capazes de proteger a integridade do material genético (Ceneli e
col., 2009).

O ensaio do cometa ja foi realizado para verificacdo da associagdo entre o estresse oxidativo
e 0 dano ao DNA na artrite reumatoide com o intuito de elucidar a patogénese da doenga (Karaman
e col., 2011). Ja foi utilizado também para averiguar a eficacia de terapias oncoldgicas por meio do
indice de dano ao DNA (McKenna e col., 2008), usado como biomarcador de um estudo para
verificar os efeitos da nutricdo no cancer por meio de dano e reparacdo no DNA (Wasson e col.,
2008) bem como para investigar a diferenca de dano ao DNA entre pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 e controles (Ibarra-Costilla e col., 2010). Todavia, ainda ndo foi utilizado para verificar se ha
aumento do estresse oxidativo com aumento dos indices de dano a0 DNA em pacientes com LES.

1.4  Dietae LES

Fatores dietéticos sdo importantes reguladores da funcdo imune (Hsieh e Lin, 2011), apesar
de ndo existir nenhuma recomendacéo dietética especificamente para pacientes com LES. Contudo,
esses pacientes podem se beneficiar de uma dieta balanceada limitada em calorias e gordura,
principalmente gordura saturada e acidos graxos polinsaturados édmega 6. E, ainda, uma dieta que
contenha ricas fontes de vitamina E, vitamina A, selénio, célcio e acido graxo polinsaturado 6mega
3 (Brown, 2000). Em modelos animais, a restricdo calérica, a suplementacdo de acidos graxos
Omega 3 e de vitamina A aliviam doenca renal autoimune e prolongam a sobrevida (Hsieh e Lin,
2011). Outro estudo com modelos murinos demonstra a reducdo do estresse oxidativo renal e a
diminui¢do da excrecdo urinaria de albumina com o uso de terapia antioxidante. Também sugere
que o uso de antioxidantes orais é capaz de reduzir o estresse oxidativo renal (Mathis e col., 2012).
A vitamina E com suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias alivia a severidade do LES
(Hsieh e Lin, 2011).

Antioxidantes protegem contra danos teciduais causados por EROs geradas por macréfagos,
monaocitos e granulécitos ativados e suprimem a atividade de citocinas, como o fator de necrose

tumoral-o. Em modelos murinos de LES, suplementa¢do com antioxidantes - inclusive [3-caroteno,
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a-tocoferol, &cido ascorbico e selénio - reduz a producdo de autoanticorpos, atrasa o inicio da
proteindria e aumenta a sobrevida (Costenbader e col., 2010; Hsieh e Lin, 2011). Em pacientes com
LES, a suplementacdo com antioxidantes como vitamina A, E e B-caroteno pode melhorar a
condicdo de doenga (Patavino e Brady, 2001).

Um estudo observacional demonstrou que a ingestdo de vitamina C foi inversamente
associada ao risco de atividade de doenca do LES. A ingestdo da vitamina, uma das vitaminas
antioxidantes, aumenta sua concentracdo no plasma e pode exercer efeitos benéficos no reparo de
componentes imunes e inflamatorios anormais. Assim, a vitamina C pode reduzir o estado de
estresse oxidativo em LES e suprimir a producdo de autoanticorpos o que leva a prevencdo de
atividade de doenca (MINAMI e col., 2003). Dessa forma, antioxidantes podem proteger contra o
desenvolvimento de LES por combater o estresse oxidativo (Hassan e col., 2011). Apesar desses
estudos, uma pesquisa mostra que a ingestdo regular de varios antioxidantes em alimentos e em
suplementos ndo tem efeito com relacéo a protecdo contra o desenvolvimento de LES (Costenbader
e col.,, 2010).

Ha evidéncias que a suplementacdo do acido graxo 6mega 3 e de antioxidantes reduzem o
dano provocado por espécies reativas e pela inflamacdo, melhora a imuno-regulacdo e diminui os
riscos cardiovasculares e o risco de doenga renal. O dmega 3 proveniente de 6leo de peixe pode ter
a habilidade de inibir a atividade autoimune anormal das células B e dos linfocitos T e inibir a
expressao anormal de interleucina. Também parece ter um efeito de controlar as placas
aterosclerdticas pelo aumento dos niveis de HDL e redugdo de triglicerideos e VLDL (Patavino e
Brady, 2001).

Assim, a inibicdo do estresse oxidativo pode representar novas descobertas de alvos
moleculares e celulares para o tratamento do LES (Hassan e col., 2011). Embora esse seja ainda um
assunto controverso, € possivel que a administracdo de antioxidantes ou outra modulacdo dietética

possa melhorar a doenca de pacientes com LES (Kurien e Scofield, 2006).

1.5  Caryocar Brasiliense Camb
A espécie Caryocar brasiliense Camb, conhecida como pequi, € uma tipica arvore do
cerrado com um amplo uso de todas as suas partes, com destaque para o fruto (Alves e col., 2008),

que € bem conhecido na culinaria regional, na medicina popular e por seu alto valor nutricional
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(Miranda-Vilela e col., 2009 c). Porém, sua frutificacdo ocorre apenas de novembro a fevereiro o
que limita a comercializacdo e o acesso da populagdo ao pequi (Alves e col., 2008). Na medicina
popular, o éleo de pequi é considerado um ténico e pode ser usado no tratamento de bronquite,
resfriados, influenza e em manifesta¢Ges de deficiéncia de vitamina A (Ribeiro e col., 2012).

A composicao quimica da polpa de seu fruto varia conforme a regido e o clima onde o pequi
é plantado. Assim, ha 20 a 27% de lipideos, 2,2 a 6% de proteinas, 11,65% de fibras e 19,7% de
carboidratos, além de conter diferentes antioxidantes como carotenoides, inclusive B-caroteno,
licopeno, {-caroteno, criptoflavona, anteroxantina, zeaxantina, mutatoxantina, violoxantina, luteina
e neoxantina, vitamina C, componentes fendlicos (flavondides e taninos). Em sua composicdo de
acidos graxos, ha acido oléico monoinsaturado (48,7 a 54%), acido palmitico saturado (39 a 44,3%)
além de outros constituintes em menor quantidade, como &cidos palmitoleico (0,67%), linoléico
(1,36%), linolénico (0,51%), esteérico (1,28%) e araquiddnico - 0,12% (Miranda-Vilela e col., 2009
c). Devido ao seu baixo teor de &cidos graxos polinsaturados e alto teor de acidos graxos
monoinsaturados, o 6leo de pequi pode ser usado em processos que envolvam coc¢do e fritura
(Ribeiro e col., 2012).

O extrato do 6leo do pequi é realizado a partir da polpa imediatamente apds a remocéao da
casca. Existem alguns tipos de extratos descritos na literatura: (1) extrato organico que pode ser
extraido por varios tipos de solventes (n-hexanico, cloroférmico, acetona, etil-éter); (2) extrato
aquoso; (3) extrato etandlico; (4) extrato hidro-etandlico e (5) extracdo mecanica (Ribeiro e col.,
2012; Miranda-Vilela e col., 2009 c). O método de extracdo pode provocar modificacbes nas
propriedades fisico-quimicas do 6leo que pode resultar em um O6leo inapropriado ao consumo
humano. Altas temperaturas, longos periodos de exposicdo térmica e altas concentracdes de
oxigénio podem levar a peroxidacéo lipidica do dleo (Ribeiro e col., 2012).

Um estudo analisou quatro métodos de extracdo de dleo de pequi: (1) extracdo organica pelo
solvente acetona, (2) extracao organica pelo solvente etil-éter, (3) extragdo mecénica por prensagem
e (4) extracdo aquosa por flotacdo em agua quente. Foram analisadas propriedades fisico-quimicas,
coloracdo e teor de carotenoides e B-caroteno em trés tempos diferentes: no dia da extracéo, no 90°
dia de estocagem e no 180° dia de estocagem. O extrato com maior rendimento foi o organico
extraido pelo solvente acetona (60,53%) e o pior por flotacdo em agua quente (19,37%). O extrato

mecanico teve o maior teor de per6xido, o que mostra uma maior vulnerabilidade do 6leo durante



31

esse tipo de extracdo, e o maior nivel de acidez, o que indica uma maior decomposi¢cdo do 6leo,
provavelmente devido as altas temperaturas aplicadas nesse método de extracdo. O maior teor de
carotenoides foi encontrado nos extratos organicos. O Unico extrato que ndo apresentou uma
reducdo do teor de carotendides durante a estocagem foi o por flotagcdo em agua quente e o que
apresentou a maior diminuicdo desse antioxidante ap6s 180 dias foi o mecéanico (Ribeiro e col.,
2012).

Um estudo realizado com corredores de rua saudaveis de ambos 0s sexos que receberam
suplementacdo de 400mg de 6leo de pequi, por extrato cloroférmico, durante 14 dias consecutivos
mostraram que houve reducdo significativa dos danos ao DNA (teste do cometa), das lesdes de
tecidos (niveis de aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase), da lesdéo muscular
(creatina quinase) e da peroxidacdo lipidica (&cido tiobarbiturico - TBARS) — este Gltimo apenas
nos homens (Miranda-Vilela e col., 2009 a). Outro achado significativo foi a redugéo significativa
do colesterol total, do LDL no grupo acima de 45 anos, principalmente em homens. Os autores
sugeriram que o 6leo tem um possivel efeito na reducdo da pressédo arterial e reducdo da inflamacéo
provocada pelo exercicio (reducdo da proteina C reativa — PCR e do TBARS), principalmente em
homens (Miranda-Vilela e col., 2009 b).

O uso de céapsulas de pequi apresentou efeitos colaterais em cerca de 15% dos sujeitos do
estudo e foram limitados aos primeiros quatro dias de uso como: insonia, diarreia, constipacéo,
flatuléncia, azia e acne. Porém, ndo houve desisténcia devido a esses efeitos (Miranda-Vilela e col.,
2009 b).
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1. JUSTIFICATIVA

Os pacientes com LES possuem um desequilibrio no sistema oxidante/anti-oxidante,
promovendo a formacdo de ERO. Porém, ainda ndo ha relatos na literatura de comprovacdo do

aumento de danos no DNA por meio do ensaio do cometa nesses pacientes, devido ao estresse

oxidativo aumentado, o que poderia estar relacionado com a fisiopatogenia da atividade da doenca.

O status antioxidante do plasma sanguineo é diretamente relacionado a dieta e é definido por
antioxidantes como os carotenoides - que sdo 0s supressores bioldgicos mais potentes de oxigénio
singleto - e flavonoides. O pequi contém ambas as substancias. Assim, torna-se plausivel primeiro,
a verificacdo do indice de dano ao DNA nos pacientes com LES por meio do ensaio do cometa e,

segundo, a hipotese de que o 6leo da polpa de pequi possa proteger as células contra lesdes no

DNA. Nao existem estudos publicados que tenham avaliado o efeito protetor do pequi_contra essas

leses nos pacientes com LES.
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11. OBJETIVOS

Em pacientes com LES:

1) verificar se a suplementacdo do 6leo da polpa de pequi em cépsula reduz as lesdes
oxidativas no DNA mensuradas por meio do ensaio do cometa;

2) verificar se a suplementacdo do 6leo da polpa de pequi em cépsula reduz o colesterol
total e a fragcdo lipoproteina de baixa densidade (LDL);

3) verificar se a suplementacdo do 6leo da polpa de pequi em capsula reduz os niveis de
proteina C reativa ultra sensivel (PCRus);

4) verificar se a suplementacdo do 6leo da polpa de pequi em capsula reduz os niveis de

acido urico.

Secundario:

- Verificar se os pacientes com llpus eritematoso sistémico tém o indice de dano ao DNA

aumentado mensurado por meio do ensaio do cometa em relagdo a controles saudaveis.
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V. METODOLOGIA DO ESTUDO

4.1. Material e Métodos
a) Causuistica

Para a verificacdo do indice de dano ao DNA em pacientes com LES (estudo I) foram

selecionados 25 pacientes com SLEDAI < 10, diagnosticados conforme os critérios da Colégio
Norte Americano de Reumatologia (Hochberg, 1997), no ambulatério de Reumatologia do Hospital
Universitéario de Brasilia (HUB) de junho a outubro de 2011. Como controles, foram selecionados
25 individuos saudaveis trabalhadores ou estudantes da Universidade de Brasilia - UnB. Os
pacientes e 0s controles tinham mais de 18 anos e foram pareados conforme idade, género e indice
de massa corporal (IMC). Outras variaveis antropométricas também foram aferidas: circunferéncia
da cintura (CC), circunferéncia do quadril (CQ) e foi calculada a relacdo cintura/quadril, conforme
detalhado no item “e” (pagina 42). Os critérios de exclusdo foram: tabagismo, gravidez, diabetes
mellitus, insufuciéncia renal, infeccdo ativa, sindrome de Sjogren, angina pectoris, acidente vascular
cerebral isquémico, uso de drogas anti-inflamatérias (somente para controles). Os individuos nédo
receberam dieta especifica e nem suplementos antioxidantes. Informacfes demogréficas e de estilo
de vida foram obtidas a partir de um questionario. O indice de dano ao DNA dos pacientes e

controles foi mensurado por meio do teste do cometa, conforme descrito no item “d”(pagina 41).
Para a avaliacdo do efeito protetor do éleo de pequi em capsula em pacientes diagnosticados
com LES (estudo II), conforme os critérios da Colégio Norte Americano de Reumatologia
(Hochberg, 1997), foram captadas 73 pessoas atendidas consecutivamente no ambulatério de
Reumatologia do HUB de junho a outubro de 2011. Desses pacientes, foram selecionados 38
individuos conforme os critérios de inclusdo: diagnéstico de LES, segundo a classificacdo do
Colégio Norte Americano de Reumatologia (Tan e col., 1982) de ambos os géneros, entre 18 e 60
anos. Foram considerados como critérios de exclusdo: pacientes com insuficiéncia renal (creatinina
> 3 mg/dl); com transplante renal prévio; infeccdo ativa; diabetes mellitus; sindrome de Sjogren,
esclerose multipla, gravidez; doenca renal, hepatica ou pulmonar (definido como lesdo de érgédo que
necessite de terapéutica imunossupressora ou altas doses de corticosterdides); doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE), doencas intestinais malabsortivas, histéria de angina pectoris tipica ou

infarto do miocardio; histéria prévia de isquemia cerebral transitéria; com SLEDAI acima de 10 —
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em atividade severa da doenca (Nossent, 1998); em uso de drogas para reducdo de colesterol (nos
altimos 3 meses); em uso de prednisona acima de 10 mg/dia, em pulsoterapia com
metilprednisolona e/ou em uso de suplementacdo de multivitaminas. Apds exclusdo no decorrer da
pesquisa conforme os critérios apresentados, foram selecionados 29 pacientes, (Figura 1). As
capsulas utilizadas neste trabalho foram produzidas pela Farmacotécnica a partir do 6leo de pequi

obtido por extracdo mecénica a frio, feita por prensa e centrifugacdo. Apos prontas, as capsulas

foram esterilizadas por radiacdo. Cada uma delas continha 400mg de 6leo de pequi.

Ambos os estudos foram aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (FM) da Universidade de Brasilia (UnB), registro do projeto 058/2010, aprova¢do nimero
75 em 26/10/12, e todos os individuos selecionados autorizaram a realizacdo do estudo por meio da

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).
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Figura 1: Fluxograma da selecdo de pacientes para o estudo II

* SLEDALI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; DM: diabetes mellitus; AVE: acidente vascular-
encefalico; IRC: insuficiéncia renal cronica; DRGE: doenca do refluxo gastro-esofagico

b) Delineamento dos estudos
O trabalho I consistiu em um estudo transversal em que foi aplicado um questionario para
coleta de dados sociais dos pacientes e dos controles, medicamentos em uso e pratica de atividade
fisica (Apéndice 2). O questiondrio SLEDAI foi aplicado aos pacientes a partir dos exames
laboratoriais que eles levaram para a consulta e da avaliacdo clinica feita pelo médico. Também
foram realizadas coleta de sangue para a realizacdo do ensaio do cometa e a avaliacdo
antropométrica dos individuos da pesquisa.
O trabalho II foi um ensaio clinico controlado randomizado, cruzado, duplo-cego que
consistiu em duas fases (Figura 2). Na primeira etapa, foi feita a randomizacéo por meio da geragéo
de nimeros aleatorizados (http://www.random.org/) no dia 22/05/11 as 21:10h. As capsulas de 6leo
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de pequi e as capsulas placebo foram fornecidas pela Farmacotécnica - farméacia de manipulagéo
localizada no Distrito Federal - em caixas separadas: uma continha as embalagens com cépsulas de
6leo de pequi e a outra, placebo. Para cada caixa foi atribuida uma cor. O grupo 1 foi definido como
cor vermelha e o0 grupo 2 como cor prateada. No dia de entrega das capsulas aos pacientes, foi
aplicado um questionario para coleta de dados sociais dos pacientes, medicamentos em uso e préatica
de atividade fisica (Apéndice 3). Além disso, foi feito o SLEDAI e o SLICC, também foram
realizadas coleta de sangue e urina e a avaliacdo antropométrica dos pesquisados. Os pacientes
ingeriram uma capsula por dia, contendo 400 mg de dleo de pequi, ou uma céapsula por dia de
placebo contendo apenas didxido de silicone coloidal - AEROSIL® - durante 60 dias consecutivos.
Apoés esse periodo, foi realizada uma nova coleta de sangue e urina, uma nova afericdo dos
parametros antropométricos e realizado novamente o SLEDAI.

Foi estabelecido um intervalo de 60 dias antes do inicio da segunda fase. Apds esse intervalo
entre as fases, 0s pacientes da pesquisa trocaram de grupo de modo que aqueles que receberam
placebo na primeira fase passaram a receber o 6leo de pequi e vice-versa dando inicio a segunda
etapa. Depois da troca de grupos foram realizadas novas coletas de sangue e urina, avaliacéo
antropométrica e novo SLEDAI e foram fornecidas as capsulas de placebo ou de 6leo de pequi. Os
pacientes ingeriram uma capsula por dia durante 60 dias e, ap6s 0 consumo das 60 capsulas, foram
feitas novas coletas de sangue e urina, antropometria € novo SLEDAI com finalizacdo da
participacdo na pesquisa neste dia.

O periodo de uso das capsulas foi definido conforme alguns estudos realizados com

antioxidantes em humanos. Um trabalho investigou a acdo de isoflavona e 4cido fitico em mulheres

pés-menopausadas durante 6 semanas (42 dias) no colesterol total e fracdes e em trés marcadores

do estresse oxidativo (proteina carbonilada, LDLs oxidada e 8-iso-prostaglandina-F2a) (Engelman e

col., 2005). Outra pesquisa avaliou o efeito antioxidante (por meio do ensaio do cometa e TBARS)

de 400 mg de 6leo de pequi em capsula em corredores saudaveis durante 14 dias (Miranda-Vilela e

col., 2009a). Dessa forma, optou-se no presente estudo por um periodo maior que o relatado na

literatura, portanto, 60 dias de tratamento com 400 mg de 6leo de pequi em capsula.
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Figura 2: Fluxograma do ensaio clinico randomizado, duplo-cego e cruzado
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c) Exames laboratorias do estudo cruzado

Os exames laboratoriais foram realizados pela manha apés periodo de repouso e jejum de,
no minimo, oito horas. Os seguintes exames laboratoriais foram realizados pelo Laboratorio de
Anadlises Clinicas do HUB: hemograma completo (sistema automatizado e microscopia, Abbot Cell
— Dyn 3700), ureia (urease/GLDH, Abbott Architect C8000), creatinina (reacdo Jaffé, Abbott
Architect C8000), fosfatase alcalina (AMP IFCC, Abbott Architect C8000), gama glutamil
transferase - gama GT (nolibdato UV, Abbott Architect C8000), glicose (hexoquinase Abbott
Architect C8000), transaminase glutdmico oxalacética - TGO (IFCC sem piridoxal fosfato, Abbott
Architect C8000), transaminase glutdmico pirdvica - TGP (IFCC sem piridoxal fosfato, Abbott
Architect C8000), complemento C3 (nefelometria, Dade Behring BN II), complemento C4
(nefelometria, Dade Behring BN I1), proteina C reativa ultra sensivel PCRus (nefelometria, Dade
Behring BN 1), acido uUrico (uricase/peroxidase, Abbott Architect C8000), colesterol total - CT
(esterase/oxidase, Abbott Architect C8000), lipoproteina de baixa densidade - LDL (férmula de
friedewald), lipoproteina de alta densidade - HDL (homogeéneo direto, Abbott Architect C8000),
lipoproteina de muito baixa densidade - VLDL (formula de friedewald), triglicerideos - TGL
(oxidase/peroxidase, Abbott Architect C8000), proteina total (biureto, Abbott Architect C8000) e
fracGes (albumina — verde de bromocresol, Abbott Architect C8000 e globulina — formula simples)
e elementos anormais do sedimento — EAS (fita reagente e microscopia). A analise do anti-DNA
(imunofluorescéncia direta DNA dupla hélice) foi feita pelos Laboratérios Sabin de Analises
Clinicas.

d) Teste do Cometa
Foi coletado o sangue periférico dos individuos do estudo no laboratério de analises clinicas
do HUB no periodo matutino apds repouso e jejum de, no minimo, oito horas. O sangue foi
coletado em tubo contendo é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante e

conservado em caixa de isopor contendo gelo durante no maximo quatro horas até o transporte para
o Laboratério de Genética Toxicoldgica (Gtox) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB), localizado
na UnB. O teste do cometa alcalino foi realizado segundo Singh e col. (1988) com pequenas
modifica¢bes, conforme descrito a seguir. Foi misturado 40ul de sangue a 240ul agarose low-
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melting_(anexo 4) a 0,5% (diluicdo em tampao salino livre de fosfato — PBS) a 37°C. Esse sangue
misturado a agarose low-melting foi colocado em trés laminas (triplicata) identificadas contendo
agarose normal a 1,5% (anexo 4) e, logo apds, colocada suavemente uma laminula sobre cada
lamina até a solidificacdo da agarose low-melting sob refrigeracdo (4°C). ApOs essa etapa, as
laminas foram colocadas em uma solugéo de lise (anexo 4) detergente fria e recentemente preparada
com antecedéncia de, no minimo, duas horas e, no maximo, 24h antes do uso. As laminas ficaram
na solucéo de lise a 4°C por no minimo duas horas e no maximo 48h antes da eletroforese_(anexo
4). Depois desse periodo, as laminas foram retiradas da solugéo de lise e colocadas lado a lado sem
espaco entre elas em uma cuba com solucéo alcalina (pH =13)_(anexo 4), com a direcdo das laminas
padronizada para realizacdo da eletroforese sob refrigeracédo a 4°C durante 30 minutos, seguindo
eletroforese por 30 minutos a 25 volts e 300 miliamperes. A amperagem foi ajustada com a
elevacdo ou a reducdo do nivel de tampdo na cuba de eletroforese. Em seguida, as laminas foram
retiradas do tampdo de eletroforese e cuidadosamente mergulhadas em solucdo de neutralizacéo
(anexo 4) durante cinco minutos e descanso de cinco minutos fora dessa solucgéo, esse procedimento
foi realizado trés vezes no total, consecutivamente.

A seguir, as laminas secaram a temperatura ambiente durante uma a duas horas e,
posteriormente, foram mergulhadas em etanol a 100% para fixacdo durante cinco minutos, depois
secaram a temperatura ambiente. Apos secas, foram guardadas sob refrigeracdo a 4°C em caixas
abrigadas de luz. Para a leitura das laminas no microscépio de imunofluorescéncia Zeiss Axioskop
(filtro 510-560 nm, filtro de barreira 590 nm) com ampliacéo total de 400 vezes, foi colocado 50ul

de brometo de etideo (solucdo de uso de 20 ul/ml)_(anexo 4), cobertas suavemente, na sequéncia,

com laminula. Foram classificadas visualmente 100 células de cada amostra, cada célula em uma
das cinco classes propostas por Collin e col. (1995). O dano ao DNA foi calculado conforme
Jaloszynski e col. (1997). Todas as etapas descritas foram realizadas no escuro, sem a incidéncia
direta de luz.

e) Avaliacdo Antropométrica
Realizou-se afericdo de peso atual em balanca digital da marca Filizola®, modelo Personal
Line, capacidade para 150kg e preciséo de 0,1kg com o paciente no centro da plataforma da balanca
em posicao ortostatica (individuo em pé, na posicao ereta com os pés afastados a altura do quadril,
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apoiado sobre os dois pés, com os ombros descontraidos e os bracos ao lado do corpo) sem se
mexer vestindo roupas leves e com os pés descalgos.

A estatura foi medida em estadidmetro plano vertical com escala métrica vertical com
capacidade 2,10m e precisdo de 1mm com a aferi¢cdo da distancia entre o vertex (ponto mais alto do
cranio) a regido plantar com o observado na posicdo ortastica, pés descalcos e paralelos e com a
cabeca orientada, segundo o plano de Frankfurt (a cabeca é posicionada de modo que a linha
imaginaria que liga a palpebra inferior & parte mais alta do I6bulo da orelha esteja paralela em
relagéo ao solo).

O ponto médio do braco foi aferido com uma fita métrica extensivel com precisdo de 0,1cm
e capacidade de 150cm a partir do ponto médio entre o acromio (ponto mais lateral do ombro na
extremidade superior do processo espinhoso da escapula) e o olécrano (ponto mais inferior do brago
flexionado) com o cotovelo flexionado e a palma da méo virada para cima e marcado com caneta
para possibilitar a medi¢do da circunferéncia do braco — CB também com a fita métrica em volta do
braco estendido e relaxado na horizontal sem aperta-lo e sem deixar folgas do ponto medio citado.
A dobra cutanea triciptal - PCT foi tomada na face posterior do braco esticado 1cm acima do ponto
médio citado. O adipdmetro foi encostado imediatamente abaixo dos dedos que seguram a prega, a
leitura foi efetuada apds a estabilizacdo da agulha indicadora da escala circular com o adipdmetro
da marca Lange® com precisdo de 1mm. Realizaram-se trés mensuragdes consecutivas, com o
calculo da médias dessas medidas. A circunferéncia muscular do braco — CMB foi calculada
segundo a formula:

CMB = CB - (0,314 x PCT)

Os percentuais de adequacdo de CB, PCT e CMB foram calculados multiplicando-se a
medida por 100 e dividindo esse resultado pelo percentil 50 de cada medida, conforme a idade e 0
género do individuo. Para analise estatistica foram considerados quatro parametros da classificacdo
conforme Blackburn e Thornton, 1979: desnutricdo < 90%, eutrofia entre 90 e 110%, excesso de
peso, entre 110 e 120% e obesidade acima de 120%, com a ressalva de que a classificacdo de CMB
vai de desnutricdo grave até somente eutrofia a partir de 90%. As circunferéncias da cintura (CC) e
do quadril (CQ) foram aferidas com o individuo em posicdo ortostatica, com uma fita métrica
extensivel com precisdo de 0,1 cm com capacidade de 150 cm com a manutenc¢éo da fita na posicao
horizontal no momento da medicdo, sem aperta-la e sem deixar folgas. A CC foi feita no nivel do
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umbigo e a CQ foi medida na extensdo maxima das nadegas. A medi¢do da CC na altura umbilical
foi escolhido por ser a forma mais sensivel para detectar obesidade abdominal (Cornier e col.,
2011). A relagéo cintura/quadril foi calculada dividindo-se a medida da cintura pela do quadril. O
IMC também designado indice de Quetelet foi calculado com a divisio do peso pelo quadrado da
estatura, e, para analise estatistica, considerou-se quatro parametros da classificacdo proposta pela
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) (1995): desnutricdo (<18,5kg/m?), eutrofia (entre 18,5 a
24,99kg/m?), pré-obesidade (entre 25kg/m? a 29,99kg/m?) e obesidade (> 30kg/m?) (Poirier e col.,
2009). Todas as medidas foram realizadas por um Unico avaliador.

4.2.  Métodos Estatisticos
Inicialmente, foi verificado se os dados possuiam distribuicdo normal por meio do teste

Kolmogorov-Smirnov. Depois, foi feita a analise exploratéria dos dados, que consistiu na

elaboracdo de tabelas, graficos e andlise descritiva (calculo de média, mediana, desvio-padréo,
correlacdes, entre outros). Foi verificada a associacdo entre as variaveis quantitativas da amostra
por meio da correlagdo de Pearson. A comparacao entre variaveis quantitativas e qualitativas foi
feita por meio de dois testes. Quando havia apenas duas categorias da variavel qualitativa foi feito o
Teste T de amostras independentes. Quando havia mais de duas categorias da variavel qualitativa

foi aplicado ANOVA e, em seguida, Tukey. Foi utilizado um modelo de analise de regressao

multipla para verificar se as variaveis independentes qualitativas explicavam determinada variavel

guantitativa dependente. Foi realizado também o calculo do poder do teste post-hoc para verificar se

0 tamanho da amostra utilizada nos dois estudos foi suficiente para se detectar uma diferenca

estatisticamente significativa ao nivel de 5%. Todas as etapas descritas até aqui foram realizadas

por meio do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0 e usadas para
0s dois estudos.

Foi utilizado o programa Statistical Analysis System (SAS) para modelagem dos dados do
estudo II. Para tanto, aplicou-se a técnica de modelos lineares generalizados com uma Unica
variavel dependente para analisar o efeito do tratamento durante o estudo cruzado (cross-over).
Assim, foram considerados efeitos de: tratamento, periodo, paciente e, ainda, um efeito residual de
tratamento entre as aplicagdes (carry-over). Um p-valor menor que 0,05 foi considerado

significante para todas as analises realizadas.
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V. RESULTADOS

5.1.  Estudo transversal

No estudo transversal, foram avaliados vinte e trés mulheres e dois homens com LES, assim
como vinte trés mulheres e dois homens do grupo controle. O nivel de dano ao DNA foi
significativamente maior nos pacientes com LES que nos controles (Grafico 1). Para um nivel

de significAncia de 5% estimou-se um poder de teste post-hoc de 0,99 de se detectar

diferencas clinicamente importantes entre 0s grupos.

LES: 23 mulheres e 2 homens
Controle: 23 mulheres e 2 homens

Ensaio do Cometa

60- EEE
Média LES = 44,71 +8,47
Média controle = 33,47 +3,67
404 p =0,000

Indice de dano ao DNA (%)
g

r

0-

S &
CJQ

Grafico 1: Percentual do Indice de dano ao DNA em LES e controle no estudo transversal

As caracteristicas demograficas e antropométricas, indice de dano ao DNA (%) em ambos 0s

grupos e o SLEDAI em pacientes com LES sdo mostrados na Tabela 1. N&o houve diferencas

significativas entre 0s grupos quanto a idade, IMC, CC e CQ (Tabela 1). Todavia, houve diferencas
significativas quanto a relacéo cintura/quadril.
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Tabela 1: Caracteristicas demogréaficas e antropométricas e percental de indice de dano ao DNA
em LES e controle no estudo transversal

‘ Parametros Controles LES P-valor
(n=25) (n=25)
Média+ DP Média+ DP

Idade (anos) 33.04 +8.99 32.76 + 8.86 0.912
IMC (kg/m2) 25.87 + 7.58 24.84 +5.92 0.595
ID (%) 33.47 + 3.67 44.71 + 8.46 0.000*
CC (cm) 90.64 +18.79  91.41+14.24 0.872
CQ (cm) 105.10 £ 1459 101,02 + 11,36 0,303
Relagdo C/Q 0.85+ 0,065 0.89 + 0.054 0.048*
SLEDAI N/A 3.64 £3.25 N/A

*Diferenca significativa como P < 0.05 do valor correspondente no grupo controle. IMC: indice de massa corporal; 1D
(%): pertual de indice de dano; CC: circunferéncia da cintura; CQ: circunferéncia do quadril; Relacdo C/Q: relagdo
| cintura/quadril; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; N/A: ndo aplicavel.

Caracteristicas do estilo de vida dos pacientes com LES e controles sdo mostradas na Tabela
2. Ndo foi encontrada diferenca significativa, considerando atividade fisica entre 0s grupos.

Entretanto, uma diferenca significativa com relagcdo ao consumo de bebida alcoodlica foi constatada,

44% do grupo controle declarou-se como etilista social contra apenas 12% dos pacientes com LES.
Outras caracteristicas demogréficas estdo na Tabela 3. Diferencas significativas podem ser
observadas entre os grupos considerando ocupagdo (p=0.011), renda familiar (p=0.001) e
escolaridade (p=0.001). Nenhuma correlacdo foi observada entre IMC e indice de dano ao DNA
(%) (r=0,046) e nem entre SLEDAI e indice de dano ao DNA (%) (r=0,04). Porém, uma correlacao
regular significativa (r=0.337 p=0.022) entre a relacdo cintura quadril e o indice de dano ao DNA

(%) foi encontrada em ambos grupos.



Tabela 2: Caracteristicas de estilo de vida em LES e controle no estudo transversal

Parametros Controle LES P-valor
(n=25) (n=25)
N (%) N (%)
Sim Néo Sim Né&o
Etilista social 11 (44%) 14 (56%) 3 (12%) 22 (88%) 0.012*
Atividade fisica 12 (48%) 13 (52%) 11 (44%) 14 (56%) 0.777

*Diferenca significativa como P < 0.05 do valor correspondente no grupo controle.
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas em LES e controle no estudo transversal

Parametros Controle LES P-valor
(n=25) (n=25)
N (%) N (%)
Estado civil Solteiro 16 (64%) 14 (56%)
Casado 9 (36%) 10 (40%) 0.553
Divorciado 0 (0%) 1 (4%)
Ocupagéo Trabalhador 16 (64%) 13 (52%)
Desempregado 0 (0%) 2 (4%)
Do lar 0 (0%) 6 (24%)
Estudante 3 (12%) 1 (4%) 001
Trabalhador e estudante 6 (24%) 1 (4%)
Afastado 0 (0%) 2 (8%)
Renda familiar Até 1 salario minimo 1 (4%) 4 (16%)

De 1 a 2 salarios minimos 2 (8%) 10 (40%)
De 2 a 5 salarios minimos 5 (20%) 9 (36%)

De 5 a 10 saldrios minimos 6 (24%) 2 (8%) 0.0017
De 10 a 20 salarios minimos 6 (24%) 0 (0%)
Mais de 20 salarios minimos 5 (20%) 0 (0%)
Escolaridade Ensino fundamental 0 (0%) 9 (36%)
Ensino médio 12 (48%) 13 (52%) 0.001*
Ensino superior 7 (28%) 3 (12%)
Pés-graduacao 6 (24%) 0 (0%)
Cor da pele Branca 14 (56%) 10 (40%)
Parda 7 (28%) 13 (52%) 0.209
Negra 4 (16%) 2 (8%)

*Diferenca significativa como P < 0.05 do valor correspondente no grupo controle.

5.2.  Estudo cruzado
As caracteristicas demogréaficas das 29 mulheres do estudo cruzado imediatamente antes de
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iniciarem o uso das capsulas de 6leo de pequi ou placebo encontram-se na Tabela 4. A média de
idade foi de 33,66 anos (minimo 20 anos e maximo 54 anos), sendo que 69% das pacientes estavam
entre a segunda e a terceira década de vida. A média do IMC foi de 24,05 kg/m? (minimo 17,26
kg/m? e maximo 43,7 kg/m?). A média da circunferéncia da cintura (88,82 cm) e 41,4%
apresentaram essa medida > 88 cm. O tempo médio de doenca foi de 7,81 anos. Tanto a média do
indice de danos irreversiveis da doenca (0,36) quanto a do indice de atividade de doenca (3,85)

foram baixos. Todavia, o percentual de pacientes com SLEDAI zero (sem atividade de doenca) foi

de 22,2% e o indice de pacientes com algum grau de dano irreversivel de doenca (SLICC > 0) foi de

21,4% . A média dos achados laboratoriais e seus valores minimo e maximo demonstram que as
pacientes ndo apresentavam anemia, comprometimento renal e hepatico e ndo tinham intolerancia a
glicose. O percentual das pacientes que estavam em leucopenia foi de 6,9%, e linfopenia 17,2%.
Nenhuma paciente apresentava plaquetopenia. Com relacdo ao perfil lipidico, observam-se valores
limitrofes quanto a todos os parametros, porém, quando se analisa esse perfil em cada paciente, ndo
se detecta dislipidemia. Apenas 20,7% das pacientes apresentaram anti-DNA reagente e 75,9%
tinham o exame negativo antes de iniciarem o uso das capsulas. Com relacdo aos valores dos
complementos, 48,3% das pacientes apresentaram complemento C3 abaixo do valor de referéncia e
apenas 10,3% tiveram complemento C4 abaixo da referéncia.
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Tabela 4: Caracteristicas demograficas, antropométricas, laboratoriais e da doenca das pacientes
com LES no estudo cruzado antes de iniciarem o tratamento e o placebo

Caracteristicas Média Minimo Méaximo Desvio-padréo
n=29

Idade (anos) 33,66 20 54 8,60
Durac8o da doenga (meses) 93,83 6 296 72,62
Idade do diagnéstico 25,83 17 48 7,67
Escolaridade (anos) 10,41 4 17 3,15
NUmero de medicamentos em uso 3,21 1 7 1,61
SLICC 0,36 0 5 0,98
SLEDAI 3,85 0 10 3,09
indice de dano ao DNA (%) 43,38 29,50 60,50 7,08
IMC (kg/m®) 24,05 17,26 43,70 5,51
Circunferéncia da cintura (cm) 88,82 73,50 135 13,71
Circunferéncia do quadril (cm) 98,91 82 139 10,55
Relacgdo cintura/quadril 0,87 0,79 0,87 0,048
Adequacédo CB (%) 101,18% 80,06 146,85 13,35
Adequacdo PCT (%) 109,26 58,82 204,44 30,87
Adequacdo CMB (%) 100,04 88,34 129,95 9,24
Hemacias milhdes/mm?® 4,56 4,06 5,11 0,31
Hemoglobina g/dl 13,29 11,6 15,10 0,87
Hematdcrito % 39,71 34,5 454 2,86
VCM 87,07 81,40 92,40 3,22
HCM 29,2 26,70 31,60 1,39
CHCM 33,51 31,30 35,00 0,81
RDW 13,78 11,80 15,20 0,76
Leucdcitos %/mm?® 6036 2620 12900 2540
Linfécitos %/mm?® 1952 576 4773 979
Plaguetas mil/mm® 276413 158000 400000 70483
Creatinina mg/dI 0,65 0,5 1,0 0,095
Uréia mg/dl 24,75 12 50 7,24
Glicose mg/dl 83,35 68 97 8,09
TGO U/ 19,52 14 37 5,12
TGP U/ 16,04 9 27 4,94
Gama GT U/l 26,50 14 41 9,18
Complemento C3 mg/dl 96,18 52,9 159 26,44
Complemento C4 mg/dl 16,74 3,70 42,60 7,83
Acido trico mg/dl 3,96 2,50 6,70 1,22
Colesterol total mg/dl 167,61 116 219 25,23
Triglicerideos mg/dl 113,11 50 251 45,90
HDL mg/dI 45,50 22 69 11,41
LDL mg/dl 99,49 60,40 147,20 22,97
VLDL mg/dl 22,61 10 50 9,16
Proteina total g/dI 7,25 6,30 9,50 0,62
Albumina g/dI 4,20 3,80 4,90 0,25
Globulina g/dI 3,07 2,39 5,10 0,56
Relagdo albumina/globulina 1,41 0,86 1,89 0,25
PCRus mg/dl 0,30 0,09 1,5 0,32

SLICC: Systemic Lupus International Colaborating Clinics; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; IMC: indice de massa
corporal; CB: circunferéncia braco; PCT: prega cutanea triciptal; CMB: circunferéncia muscular do brago; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: red cell distribution width; TGO: transaminase
glutamico oxalacética; TGP: transaminase glutdmico pirlvica; Gama GT: gama glutamil transferase; HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL:
liporpoteina de baixa densidade; VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade; PCRus: proteina C reativa ultra sensivel
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A Tabela 5 mostra as caracteristicas socioecondmicas das pacientes do estudo cruzado. A
maioria delas é solteira (55,2%), trabalha (51,7%), tem renda familiar entre 1 e 5 salarios minimos
(69%), concluiu o ensino médio (55,2%) e ndo pratica nenhuma atividade fisica (72,4%). A
classificacdo de atividade fisica foi realizada conforme The American College of Sports Medicine
(Oeser e col., 2005).

Tabela 5: Caracteristicas socioecon6micas das pacientes com LES no estudo cruzado

Caracteristicas Percentual(%0)
Estado civil
Solteira 55,2
Casada ou em unido estavel 37,9
Divorciada 6,9
Ocupagéo
Trabalhadora 48,3
Desempregada 3,4
Do lar 27,6
Estudante 13,8
Trabalhadora e estudante 3,4
Em licenca médica 3,4
Renda familiar
Até 1 salario minimo 17,2
1 a 2 salarios minimos 27,6
2 a 5 salarios minimos 41,4
5 a 10 salarios minimos 13,8
Escolaridade
Ensino fundamental 31
Ensino médio 55,2
Ensino superior 10,3
Pds-graduacao 3,4
Cor da pele
branca 448
parda 44,8
negra 10,3
Atividade fisica
Nenhuma 72,4
< 3 x/sem e/ou < 30 min/sessao 6,9
> 3x/sem e/ou > 30 min/sessdo 20,7

O Gréfico 2 trata da classificacdo dos parametros nutricionais. Apenas quanto adequacéao de
PCT, a maioria das pacientes foi classificada em pré-obesidade e obesidade (51,7%). Nos outros
parametros, a maioria delas foi classificada em eutrofia: IMC (65,5%), adequacéo de CB (58,6%) e
adequacio de CMB (82,8%). E importante destacar que a adequagdo de CMB ndo tem classificacio
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de pré-obesidade e obesidade, pois refere-se apenas ao compartimento muscular do braco.

K Obesidade

“ Pré-obesidade

E Eutrofia

& Desnutricao
B

IMC (%) Adequacdo Adequagdo Adequacdo
CB (%) PCT (%) CMB
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Gréfico 2: Caracteristicas antropométricas das pacientes com LES no estudo cruzado

O medicamento mais utilizado pelas pacientes do estudo foi a hidroxicloroquina ou difosfato
de cloroquina (89,7%), seguido da prednisona (72,4%) e azatioprina (34,5%), conforme mostra a
Tabela 6. Apenas duas pacientes utilizavam metotrexate e amitriptilina. Das 21 pacientes que
utilizavam prednisona, a média da dose foi de 4,9 mg (DP 0,56).
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Tabela 6: Perfil do uso de medicamentos pelas pacientes com LES no estudo cruzado

Uso do medicamento N % Dose média
Cloroquina 26 89,7  174mg (difosfato)/dia
Prednisona 21 72,4 4,9mg/dia
Azatioprina 10 34,5 100mg/dia
Metotrexate 2 6.9 8,75mg/semana
Amitriptilina 2 6.9 25mg/dia
Isoniazida 1 3.4 300mg/dia
Acido folico 2 6.9 3mg/semana
Fluoxetina 1 34 20mg/dia
Carbamazepina 1 34 200mg/dia
Carbonato de calcio 4 138 N/D
Vitamina D 7 24,1 N/D
Anlodipina 1 34 5mg/dia
Contraceptivo oral 2 6.9 N/D
Acido acetil salicilico 1 34 100mg/dia
Propanolol 1 34 80mg/dia
Enalapril 3 10,3 40mg/dia
Nifedipina 1 34 20mg/dia
Levotiroxina 4 138 101,7mg/dia
Atenolol 1 3.4 100mg/dia
Alendronato 1 3.4 70mg/semana
N/D: ndo disponivel.
Foram realizados testes de correlagdo de Pearson (coeficiente = r) entre indice de dano ao

DNA (%) e idade, tempo de diagnostico, idade de diagnostico, escolaridade (em anos), SLICC,

SLEDAI, IMC, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril, relacdo cintura/quadril, %

adequacdo de CB, PCT e CMB, PCRus, acido Urico, glicose, gama GT, colesterol total e fragdes,
‘ proteina total e fracGes. A Unica correlacdo encontrada foi entre o indice de dano ao DNA (%) e

HDL (r = -0,414, p = 0,029), como se pode observar no Grafico 3. Conforme essa correlacao,
‘ quanto maior o HDL, menor o indice de dano ao DNA (%).
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Grafico 3: Correlagéo entre indice de dano ao DNA e HDL no estudo cruzado

N&o foi constatada correlacdo entre PCRus e as variaveis quantitativas: idade, idade de
diagndstico, duracdo de doenca, escolaridade em anos, SLICC, SLEDAI, IMC, adequacdo de CB,
PCT e CMB, CC, CQ, relacdo CQ, glicose.

Foram realizados teste de correlacdo de Pearson também para IMC e idade, idade de
diagndstico, duracdo da doenca, escolaridade em anos, SLICC, SLEDAI, dose de prednisona. Foi
encontrada uma correlagdo inversa entre IMC e anos de estudo (r = -0,537, p = 0,03), quanto mais

anos estudados, menor o IMC, conforme pode-se observar no Grafico 4.
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Gréfico 4: Correlacéo entre IMC e Escolaridade no estudo cruzado

Quando se comparou as médias do indice de dano ao DNA (%) entre as varias variaveis
qualitativas (medicamentos em uso, estado civil, renda familiar, cor da pele, ocupacéo, nivel de
escolaridade, atividade fisica, classificacdo dos parametros nutricionais_e anti-DNA reagente),

detectou-se uma diferenca significativa (p = 0,045) entre os praticantes de atividade fisica
(média %ID = 39,1) e os ndo-praticantes (média %ID = 44,9), conforme mostra o Gréfico 5. Outra
diferenca significativa (p = 0,006) constatada foi entre os usuarios de vitamina D (média %ID =
37,2) e 0s ndo usuarios (média %ID = 45,3), segundo o Gréfico 6. Contudo, ndo foi encontrada
significancia estatistica entre as médias de PCRus entre as mesmas variaveis qualitativas.

Foi utilizado um modelo de andlise de regressio multipla para verificar se as variaveis

independentes: ocupacdo, renda familiar, escolaridade, pratica de atividade fisica, uso de

azatioprina, prednisona, cloroquina, acido félico e vitamina D explicam a variavel indice de dano ao

DNA. Como as Unicas variaveis independentes gue tiveram significancia estatistica foram préatica

de atividade fisica e uso de vitamina D, foi analisado se uma tinha influéncia sobre a outra com

relacdo ao indice de dano ao DNA e constatou-se ndo houve essa interferéncia. Entretanto, essas

duas variaveis independentes explicam 38,53% da variacdo total do indice de dano ao DNA. Dessa

forma, as pacientes desse estudo ndo praticantes de atividade fisica apresentaram indice de dano ao

DNA 5,71% maior gue aquelas praticantes. Além disso, pacientes ndo usudrias de vitamina D
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apresentaram inidice de dano ao DNA 7,97% maior gue aquelas usudrias. As outras variaveis

independentes ndo tiveram relevancia estatistica e, por isso, foram retiradas do modelo.
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Grafico 5: Percentual do indice de dano ao DNA em pacientes com LES praticantes e ndo
praticantes de atividade fisica no estudo cruzado
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Grafico 6: Percentual do Indice de dano ao DNA em usuarios e ndo usuarios de vitamina D no
estudo cruzado
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Foram analisados os parametros antropométricos, indice de dano ao DNA (%), marcadores
inflamatorios e perfil lipidico das pacientes com LES antes e depois do tratamento apds a
finalizacdo do estudo cruzado, conforme mostra a Tabela 7. Os dados foram analisados
considerando-se o efeito do paciente como aleatorio. Esse teste ndo evidenciou efeito significante
de tratamento para nenhuma variavel analisada, exceto para PCRus (p = 0,0161). Assim, com 0 uso

das capsulas de 6leo de pequi, houve uma reducdo significativa da PCR estatisticamente maior que

a diminuicdo ocorrida com o uso do placebo. Para um nivel de significincia de 5% estimou-se um

poder de teste de post-hoc para o indice de dano ao DNA de 0,9887; para a relacdo cintura/quadril

de 0,9999 e para a PCRus de 1,0000 de se detectar diferencas clinicamente importantes entre os

tratamentos (6leo de pequi e placebo).
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Tabela 7: O efeito do éleo de pequiem relacdo ao placebo nas pacientes com LES sobre diversas

variaveis
Variaveis** A (inicial — Diferenca entre P - valor
final) grupos
Grupo
Placebo Oleo de pequi Placebo — 6leo de
equi
Indice de Dano 0,54 + 1,45 1,68 + 1,45 -142+1.74 0,5818
SLEDAI 0,12+0,81 -1,01+0,88 1,12+1,14 0,3598
IMC 0,13+0,11 0,15+0,11 -0,02+0,14 0,8884
cC 0,47+0,64 -0,01 +0,64 0,48+0,73 0,5994
CQ 0,28+0,42 0,73+0,44 -0,45 + 0,60 0,4632
Relagdo C/Q 0,00+ 0,01 -0,00 + 0,01 0,01+0,01 0,4626
Adequacdo CB -0,01 £ 0,54 0,46 + 0,54 -0,47 £ 0,74 0,5460
Adequacdo PCT 1,24 +1,87 3,43 +1,87 -2,18 + 2,65 0,4164
Adequacdo CMB -0,24 £ 0,70 -0,47 £0,70 0,23 +1,00 0,8172
Glicose -0,59+3.21 103+201 -1,62 + 3,23 0,6805
TGO -0,14+1,33 -0,81+1,27 0,67+1,79 0,7192
TGP 0,48+147 -0,85+1,40 1,33+1,99 0,5180
Gama GT -6,07 £ 2,00 -3,98+1,28 -2,08+2,38 0,4092
PCR us -0,07 £ 0,06 0,15+ 0,06 -0,22 £ 0,08 0,0161*
Acido urico 0,41+0,25 0,06 +0,19 0,34 +0,26 0,2963
Colesterol total 2,74 +£ 3,50 -3,26 + 3,42 5,70+ 4,76 0,2339
Triglicerideos 12,71 +5,84 -0,03+5,71 12,75+ 7,88 0,1327
HDL 0,13+1,36 -2,25+1,32 2,38+1,84 0,2218
LDL 0,15+3,23 -0,90 + 3,15 1,05 +4,37 0,8190
VLDL 2,44 + 1,49 0,01 +1,22 2,43 + 1,56 0,1440
Globulina -0,02 + 0,08 -0,01 £ 0,07 -0,01+0,10 0,9280

SLEDAI: ; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; CQ: circunferéncia do quadril; Relacdo C/Q:
relacdo cintura/quadril; CB: circunferéncia do braco, PCT: prega cutanea triciptal; CMB: circunferéncia muscular do
braco; TGO: transaminase glutamico oxalacética ; TGP: transaminase glutamico pirdvica; Gama GT: gama glutamil
transferase; PCRus: proteina C reativa ultra sensivel; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa

densidade; VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade; *p-valor com significancia estatistica; **valores expressos

em média de minimos quadrados + erro padréo.
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VI. DISCUSSAO

6.1. Estudo transversal

A grande diferenca observada entre os pacientes com LES e o grupo controle em relagdo ao
indice de dano ao DNA (%) pode ser explicada pelo persistente estado de estresse oxidativo
encontrado nesses pacientes mesmo com baixa ou média atividade de doenca (Lozovoy e col.,

2011). O poder do teste post-hoc (0,99) mostra que o tamanho da amostra foi suficiente para

detectar diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5%. Varios estudos tém demonstrado

um aumento no estresse oxidativo em pacientes com LES, pelo uso de marcadores oxidantes e anti-
oxidantes. Lozovoy e colaboradores (2011) evidenciaram um aumento de hidroperéxidos lipidicos e
reducdo dos niveis de antioxidante em pacientes com LES. Zhang e colaboradores (2010) também
confirmaram a presenca de estresse oxidativo nesse tipo de paciente por meio de varios marcadores
de oxidagcdo proteica. Outro estudo mostrou aumento significativo no estresse oxidativo e
nitrosativo em pacientes lupicos o que sugere um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e os mecanismos de defesa antioxidante em LES (Wang e col.,
2010).

O presente trabalho é o primeiro a utilizar o ensaio do cometa para avaliar o estresse

oxidativo em pacientes com LES. Os outros estudos descritos na literatura avaliaram esse

estado por outros métodos, inclusive niveis urinarios de 8-epi-PGF2a (Keaney e col., 2003),

oxidacdo proteica e lipidica e niveis de 6xido de nitrogénio (Lozovoy e col., 2011), niveis

plasmaticos de TBARS (Furukawa e col., 2004). niveis urinarios de isoprostanos (Avalos e col.,

2007) e niveis sanguineos de MDA e grupo sulfidril (SH) (Pérez e col., 2012). O teste do cometa

€ um método rapido, de baixo custo, simples, sensivel, requer um baixo nimero de células para

analise e é flexivel: podem ser realizadas diferentes condicdes de eletroforese para se detectar

diferentes tipos e niveis de dano ao DNA. O ensaio do cometa alcalino, utilizado no presente

estudo, permite a deteccdo de quebras de fita dupla e simples no DNA e outros tipos de danos,

como sitios labeis alcalinos (Wong e col., 2005).

Esse estado de estresse oxidativo detectavel por varios métodos diferentes pode ser

influenciado pela adiposidade. Um estudo mostrou uma associa¢do positiva significativa entre

indices de obesidade, como IMC e relacdo cintura/quadril, e marcadores do estresse oxidativo na
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populacdo em geral (Keaney e col., 2003). A associacdo entre a relagdo cintura/quadril e o estresse
oxidativo também foi demonstrada em mulheres p6s-menopausadas por outro trabalho (Crist e col.,
2009). Dessa forma, a gordura abdominal pode induzir um maior nivel de estresse oxidativo que o
teor de gordura total, mas nenhum estudo foi conduzido nesse sentido em pacientes com LES.
Assim, a correlacdo entre a relagdo cintura/quadril e o indice de dano ao DNA (%) demonstrada na
corrente pesquisa transversal corrobora os estudos citados. N&o foi realizada nenhuma estratificagdo
quanto a género ja que havia apenas dois homens em cada grupo.

Apesar da obesidade estar associada com 0 estado de estresse oxidativo (Keaney e col.,

2003; Furukawa e col., 2004), ndo foi demonstrada a associacdo entre IMC e indice de dano ao

DNA (%) no corrente estudo transversal. Além disso, a obesidade € comum nos pacientes com

LES e é independentemente associada aos marcadores inflamatérios aumentados (Oeser e

col.. 2005). por _isso pode favorecer o aumento do estresse oxidativo em pacientes com

sindrome metabdlica e LES (Lozovoy e col., 2011). Essa relacdo pode nao ter sido encontrada

no presente trabalho devido a especifica amostra de pacientes com LES sem nenhuma outra

doenca crdnica.

Outro aspecto que pode afetar o estresse oxidativo é o exercicio fisico (Florencio e col.,

2011). Por isso, o fato de ndo se ter encontrado diferenca significativa entre a pratica de atividade

fisica entre os grupos é importante. Por outro lado, informac6es sobre o tipo de exercicio fisico
assim como sua duragao e frequéncia nao foram coletadas. Mesmo assim, o0 grupo de pacientes com

LES teve um maior indice de dano ao DNA que o controle, o que destaca a possivel associacdo do

estresse oxidativo aumentado com a doenca.

A condicdo socioecondmica também pode influenciar esse estado de estresse oxidativo. Um

status socioecondmico baixo esta associado a uma maior oxidacdo e niveis mais baixos de

nutrientes antioxidantes (Janicki-Deverts, 2009), assim a diferenca significativa observada entre

0s grupos relacionada a ocupacéo, renda familiar e escolaridade é relevante. Portanto, um baixo
status socioecondmico pode aumentar o desequilibrio do estado oxidante/antioxidante.

Ja, a associacdo entre atividade de doenca e estresse oxidativo é contraditéria na

literatura. Neste estudo transversal, ndo foi encontrada uma correlacdo entre SLEDAI e o

indice de dano ao DNA (%), possivelmente porque os pacientes incluidos nessa pesquisa

tinham SLEDAI menor que dez. Hassan e colaboradores (2011) encontraram uma correlacio
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entre marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH e GSHPx) e atividade de doenca em
pacientes com LES. Outro estudo demonstrou uma forte resposta de marcadores do estresse
oxidativo/nitrosativo em pacientes com alto SLEDAI (Wang e col,, 2010). Em contraste,
Lozovoy e colaboradores (2011) analisaram oxidagdo proteica e lipidica e niveis de 6xido de
nitrogénio e ndo verificaram essa correlagdo. Seus pacientes com LES tinham nenhuma, baixa
ou média atividade de doenca e foram pareados quanto a IMC com o grupo controle
exatamente como o presente trabalho. Outros dois estudos afirmaram que o estresse
oxidativo néo foi correlacionado com o SLEDAI (Avalos, 2007; Pérez ecol., 2012).

Dessa forma, o estudo transversal demonstrou por meio do ensaio do cometa que 0s
pacientes com LES tém um desequilibrio no sistema oxidante/antioxidante,
independentemente do nivel de atividade de doenca. Além disso, os resultados da correlagédo
entre a relacdo cintura/quadril e o indice de dano ao DNA (%) sugerem que a reducdo da
gordura abdominal nesses pacientes deve ser aconselhada com o intuito de reduzir o estresse

oxidativo.

6.2.  Estudo cruzado

A média de idade do estudo cruzado (33,66 anos) é semelhante a dois trabalhos, sendo um
deles brasileiro (32,9 anos) (Bezerra e col., 2005; Zhu e col., 2010). O percentual de pardos
(44,8%), negros_(10,3%) e brancos_(44,8%) também foi bem semelhante ao estudo de Natal/RN,
pardos 42,7%, negros 7,3% e brancos 41,5% (Bezerra e col., 2005). Entretanto, a miscigenagédo

ocorrida no Brasil torna dificil a correta classificacdo racial. A média da idade do diagndstico
(25,83 anos) foi semelhante a dois estudos 27 anos (Sella e Sato, 2004) e 28,7 anos (Santos, 2010).
Ja a média da duracdo da doenca na literatura variou entre 65,6 a 134,1 meses (Bezerra, 2005;
Santos, 2010; Sella e Sato, 2004; Oeser e col., 2005; Cardoso e col., 2008; Chaiamnuay e col.,
2007), estando o resultado encontrado no presente estudo cruzado (93,83 meses) dentro dessa faixa.

O percentual de pacientes deste estudo em leucopenia (6,9%) e linfopenia (17,2%) foi bem
inferior ao apresentado na literatura: 42,7% e 40,9% respectivamente (Bezerra e col., 2005),
possivelmente devido a determinacdo de alta atividade de doenca (SLEDAI > 10) como fator de
exclusdo. Ja a média de PCRus no presente trabalho (3mg/l) foi semelhante ao identificado por Lee

e colaboradores (2008) (2,1mg/l), mas menor que o observado em outro estudo (11,6mg/l) (Santos e
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col., 2012). A média do SLICC neste trabalho (0,36) foi inferior a média da literatura (Santos,
2010, Sella e Sato, 2004; Hassan, 2011), assim como a média do SLEDAI (3,85) (Cardoso e col.,
2008; Hassan, 2011). O menor valor de SLEDAI na corrente pesquisa ja era esperado, pois a alta
atividade de doenca foi definida como fator de exclusdo. Todavia, o indice de pacientes com
SLEDAI zero no presente estudo cruzado (22,2%) foi inferior a literatura (47,6%) (Cardoso e col.,
2008). Ja o percentual de pacientes com algum grau de dano irreversivel do corrente trabalho
(21,4%) esta dentro da grande variacdo (9,4% a 72%) encontrada em outras pesquisas (Sella e Sato,
2004). O percentual de pacientes em uso de corticosteroide (72,4%) foi muito semelhante a um
estudo nacional (73%), porém o uso de cloroquina (89,7%) foi bem maior que esse mesmo trabalho
brasileiro_(61,7%) (Santos, 2010) e superior também a uma pesquisa coreana (68,7%) (Lee e col.,
2008). A média da dose de corticoide deste estudo cruzado foi bem inferior ao descrito no estudo de
Hassan e colaboradores (2011) (18,5mg/dia), no entanto, bem semelhante a outro trabalho
(4,75mg/dia) (Lee e col., 2008). O percentual de pacientes com anti-DNA reagente (20,7%) foi
menor também devido a determinacdo da baixa atividade de doenca como fator de inclusdo
(Hassan, 2011).

Atualmente, o distdrbio nutricional mais comum em pacientes com LES é o excesso de peso
(Santos, 2010) que tem sido associado independentemente ao aumento da inflamacéo (Oeser e col.,
2005). Todavia, o percentual de pacientes com LES acima do peso (classificados em sobrepeso e
obesidade) quanto IMC antes de iniciarem o uso das capsulas (placebo ou pequi) foi menos de 30%
bem inferior a varios estudos 76,5% (Zhu e col.,, 2010), 67% (Oeser e col., 2005), 56%
(Chaiamnuay e col., 2007), 51,9% (Cardoso e col., 2008).

Entretanto, é importante observar que individuos classificados como eutréficos quanto ao

IMC podem necessitar de uma classificagdo mais detalhada para definir seu risco relacionado a
adiposidade. H& limitacbes quanto ao uso do IMC isoladamente para avaliar o tecido adiposo,
principalmente em adultos com IMC < 30kg/m’. Esse indice ndo distingue tecido adiposo de massa
muscular (Cornier e col., 2011). Dessa forma, quando se observa a adequacdo de PCT, verifica-se
que 51,5% das pacientes deste estudo cruzado foram classificadas como acima do peso (pré-
obesidade e obesidade), um valor bem superior a classificacdo dada pelo IMC. Infelizmente ndo ha
dados de classificagdo do estado nutricional quanto a PCT em pacientes com LES na literatura

disponiveis para serem comparados com o presente trabalho. Outro parametro que auxilia na
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classificacdo do estado nutricional € a circunferéncia da cintura e, neste estudo, cerca de [ das
pacientes apresentaram essa medida maior que 88 cm, valor que indica um risco elevado de
complicacBes metabolicas associadas a obesidade.

Ainda com relacdo a adiposidade, alguns trabalhos com popula¢des saudaveis demonstraram

a estreita ligacdo entre acumulo de tecido adiposo e estresse oxidativo mensurado por varios
meétodos: teor de MDA sérico (Sankhla e col., 2012), CAOT (Tabur e col., 2009), TBARS e 8-epi-
prostaglandin-F2a urinario (Furukawa, 2004); 8-epi-prostaglandin-F2a. urinario (Keaney, 2003);

MDA plasmatico, cobre-zinco SOD, GPX (Olusi, 2002). Todavia, a mesma associacao ndo foi
encontrada no presente estudo, talvez em consequéncia do baixo SLEDAI desta populacao.

Possivelmente também por isso ndo se tenha demonstrado uma correlacdo entre IMC e SLEDAI no

atual trabalho, o que corrobora com o estudo de Oeser (2005) e vai contra o trabalho de Zhu e col.

(2010).

Além disso, assim como no estudo transversal, ndo houve correlacdo significativa entre os

danos ao DNA e SLEDAI neste trabalho com desenho experimental cruzado. Outra pesquisa feita

por meio do marcador isoprostano F, (Avalos e col., 2007) também ndo encontrou relacdo entre

essas duas variaveis. No entanto, diferente do gue foi encontrado em outros estudos por meio de

diferentes métodos como MDA (Hassan, 2011), proteina carbonilada e 3-nitrotirosina (Zhang,

2009).

Por outro lado, foi detectada uma correlagdo inversa entre indice de dano ao DNA (%) e

HDL no presente estudo, reportada também em outros trabalhos. Um estudo comparou individuos
com CT, LDL, TGL e glicemia normais, porém com HDL reduzido com controles
normolipidémicos e verificou que os primeiros tiveram um elevado estresse oxidativo (mensurado
por 8-isoprostanes no plasma) (Kontush e col., 2005). O HDL plasmatico tem potente atividade
antioxidante que pode ocorrer da sinergia na inativacdo de lipidios oxidados do LDL por

mecanismos enzimaticos e ndao-enzimaticos (Kontush e col., 2003). E ainda, foi demonstrada uma

correlacdo inversa entre IMC e anos de estudo, o que corrobora com a literatura e significa um IMC
maior em pessoas com menores niveis educacionais (Johnson e col., 2011; Sanchez-Vaznaugh e
col., 2008). Tem sido sugerido que essa associacdo existe porque as condicbes ambientais
associadas ao baixo nivel educacional limitam o conhecimento de alimentos nutritivos e de meios

seguros para a pratica de exercicio fisico o que provoca uma desregulacdo metabdlica e um maior
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acumulo de calorias (Johnson e col., 2011).

A diferenca significativa entre as médias de indice de dano ao DNA (%) de praticantes e ndo
praticantes de atividade fisica mostra o efeito protetor da atividade fisica contra o estresse
oxidativo. Ja estd bem documentado na literatura que o exercicio fisico regular resulta em
adaptacGes na capacidade antioxidante o que protege as células contra os efeitos deletérios do
estresse oxidativo e previne danos celulares subsequentes (Floréncio, 2011). Foi comprovado que a
atividade fisica esta associada com a reducdo de marcadores do estresse oxidativo em roedores
(Gozal e col., 2011), exerce um efeito modulador no equilibrio antioxidante em mulheres (Covas e
col., 2002), aumenta a CAOT e reduz a circunferéncia da cintura em mulheres obesas (Hen e col.,
2010). Entretanto, o atual estudo € pioneiro em demonstrar essa relagdo em pacientes lipicas.

As pacientes com LES que estavam em uso de vitamina D apresentaram um indice de dano
ao DNA (%) significativamente menor que aquelas ndo usuarias. Essa informacdo indica que a
suplementacdo com vitamina D pode reduzir o estresse oxidativo em pacientes com LES. Esse fato
ja foi sugerido por um estudo, porém, com negros americanos diabéticos tipo 2 (Jain e col., 2012).
Um outro estudo avaliou o status de vitamina D e marcadores do estresse oxidativo em idosos que
apresentavam o metabolismo da glicose comprometido e obteve como resultado uma associacao
inversa entre esses dois parametros (Gradinaru, 2012), o que demonstra um efeito antioxidante
dessa vitamina. Ndo ha relatos de estudos clinicos na literatura que mostram essa relacdo com
pacientes com LES, todavia o efeito protetor da vitamina D contra o estresse oxidativo nesses

pacientes ja foi relatado (Vinh Quéc e Nguyén, 2012). A analise de regressio multipla feita com as

variaveis independentes gqualitativas e o indice de dano ao DNA mostra que apenas a atividade

fisica e a vitamina D tiveram um efeito conjunto sobre esse indice.

Ndo foi encontrada uma ligacdo entre PCRus e as varias variaveis qualitativas e
quantitativas descritas nos resultados deste trabalho em contraste com a literatura que detectou uma
média aumentada de PCRus em pacientes lipicos com maior IMC, menor nivel educacional, menor
renda familiar e maior atividade de doenca (Lee e col., 2008). O IMC no estudo de Lee e col.
(2008) apresentou a maior correlagdo com a PCRus dentre todas as variaveis analisadas. Um outro
trabalho afirmou que tanto pessoas pré-obesas quanto obesas selecionadas da populacdo americana
em geral foram mais propensas a terem niveis elevados de PCRus que os controles eutrdficos

(Visser e col., 1999). Talvez essa mesma relagdo ndo tenha sido detectada no corrente estudo
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cruzado, devido ao reduzido tamanho da amostra.

Né&o houve reducao significativa do indice de dano ao DNA (%) nas pacientes com LES do
presente estudo cruzado apos a ingestdo de 6leo de pequi em capsula. Esse resultado contradiz um
trabalho realizado com camundongos submetidos a uma dieta rica em colesterol suplementada com
6leo de pequi, cujo resultado foi um efeito antioxidante importante, com redugdo do estresse
oxidativo (Aguilar e col., 2012). E também contrasta com um trabalho feito com modelo de
camundongo para LES que detectou reducdo do estresse oxidativo renal (peroxido de hidrogénio)
apos terapia antioxidante (Mathis e col., 2012). O corrente resultado também vai contra os achados
de um estudo realizado com atletas de ambos 0s géneros que ingeriram diariamente 400mg de 6leo
de pequi em cépsula durante 14 dias consecutivos. Nesses atletas houve diminui¢do da peroxidacéo
lipidica testado pelo TBARS e reducdo do dano ao DNA por meio do teste do cometa. Também foi
detectada uma reducdo da lesdo muscular baseada na avaliacdo plasmatica de TGO e TGP, essa
altima principalmente em mulheres (Miranda-Vilela e col., 2009 a), provavelmente devido a
atividade antioxidante do pequi (Miranda-Vilela, 2009 b). Esse mesmo estudo verificou a queda
significativa do CT e LDL no grupo acima de 45 anos, principalmente em homens (Miranda-Vilela
e col., 2009 b). Em contraste a esse achado, ndo houve reducéo significativa de CT, LDL, TGO e
TGP no corrente estudo cruzado. Esses resultados controversos, apesar da semelhanca de dose
diaria de dleo de pequi e maior dose total (60 dias) podem ser explicados pelos métodos diferentes
de extracdo do Oleo nos dois estudos. No dos atletas, a extracdo foi organica pelo solvente
cloroférmio e no corrente estudo foi por extragdo mecanica a frio. Ja foi demonstrado que o extrato
mecanico tem um maior teor de peroxido, 0 que demonstra maior vulnerabilidade, e, menor teor de
carotendides se comparado a extratos organicos (Ribeiro e col., 2012). Além disso, o tempo de
armazenamento das céapsulas com éleo de pequi foi bem maior no corrente estudo que no dos

atletas, o que pode ter contribuido para uma maior deterioracdo dos carotendides. Outro fato que

pode ter contribuido para a reducdo desse antioxidante foi a esterilizacdo por radiacdo das capsulas

utilizadas no presente trabalho.

Entretanto, mesmo com toda essa diferenca entre os métodos, houve reducéo significativa
dos niveis de PCR ultra sensivel no presente trabalho ap6s o tratamento, resultado que corrobora
com o estudo dos atletas (Miranda-Vilela e col., 2009 a). Outra pesquisa avaliou se a capacidade
antioxidante total (CAOT) da dieta de trabalhadores e ex-trabalhadores de uma empresa exercia um
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efeito independente e substancial na inflamacéo por meio da mensuragdo da PCRus. Foi encontrada
uma associacdo inversa significativa entre a ingestdo total de antioxidante e os niveis plasmaticos de
PCRus. Foi concluido que a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes esta associada a baixos
niveis de PCRus (Brighenti e col., 2005). Um trabalho de reviséo indica haver uma relagéo inversa
entre fatores dietéticos como 6mega 3, retinol, vitamina C, carotenoides com o0s niveis séricos de
PCR. Todavia, ndo se sabe a agdo desses agentes na regulacdo da producgédo de PCR (Montecucco e
Mach, 2008).

Um outro trabalho demonstrou uma correlagdo positiva, independente e significante entre
modificacOes dos niveis de diacron reactive oxygen metabolites (d-ROMs), um tipo de marcador do
estresse oxidativo, e PCRus durante o periodo de um ano entre individuos assintomaticos de ambos
0s sexos, confirmando a inter-relacdo de estresse oxidativo e inflamacdo mesmo em individuos
assintomaticos (Kotani e Taniguchi, 2011). Essa correlacdo positiva ja foi identificada também em
pacientes com LES com andlise de PCR e peroxidacdo lipidica e proteica (CL-LOOH -
hidroperéxido lipidico e AOPP — produtos proteicos de oxidacdo avancada) (Lozovoy e col., 2011).
Contudo, um outro estudo realizado com pacientes com LES ndo encontrou essa associagdo entre
isoprostano F, (marcador do estresse oxidativo) e PCR (Avalos e col., 2007).

Em uma coorte realizada com mulheres pareadas conforme idade e etnia em trés grupos,
com baixo (3mg/L), médio (3 a 20 mg/L) e alto valor (> 20mg/L) de PCRus foi detectado que esse
marcador inflamatorio aumenta significativamente os niveis de MDA in vitro e que 8-
oxodesoxiguanosina (8-oxodG), importante marcador do estresse oxidativo, foi associado
positivamente com os niveis de PCRus in vivo. No entanto, ndo foi observado aumento de dano ao
DNA in vitro por meio do teste do cometa com as células tratadas com PCRus. Dessa forma,
verificou-se que a PCRus nédo induziu as formas de dano ao DNA: quebra de fita simples e quebra
de fita dupla, mas foi afirmado que a exposi¢do prolongada a PCRus poderia ter provacado esses
tipos de danos (Hooten e col., 2012).

Assim, parece que a inter-relacdo entre inflamacdo medida por PCRus e certas formas de
estresse oxidativo mensurado por métodos diferentes (teste do cometa, d-ROMs, CL-LOOH,
AOPP, 8-oxodG) é forte, pois esteve presente em mulheres de uma populagdo geral, atletas,
individuos assintomaticos e pacientes com LES, com e sem intervencdo (6leo de pequi), apesar de
ndo ter sido encontrada no presente estudo e no trabalho de Avalos e colaboradores (2007). Uma
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possivel explicacdo para ndo se ter encontrado essa relacdo no corrente trabalho cruzado foi a
inclusdo de pacientes com SLEDAI < 10, ou seja, ndo havia pacientes em alta atividade de doenca.
Pode-se observar a média (3mg/L) da PCRus antes de iniciar o uso das capsulas, seus valores
minimos (0,9mg/L) e maximos (15mg/L) e o desvio-padrdo (3,2 mg/L) estdo dentro da classificacdo
proposta por Hooten e col. (2012) de medida baixa e média de PCRus. Assim, os valores de PCRus
das pacientes da presente pesquisa reduziram significativamente apds o tratamento com 6leo de
pequi, entretanto, ndo o suficiente para refletir uma reducédo de dano de quebras simples e duplas no
DNA. Talvez, se as pacientes tivessem um valor inicial de PCRus maior ou se o tempo de
tratamento fosse maior, poder-se-ia ter observado a reducdo no %ID além da reducdo de PCRus
apos o tratamento.

Altos niveis séricos de PCR sdo induzidos por varias condi¢fes inflamatérias além da
aterosclerose. Assim, a PCR ndo é apenas um marcador inflamatério sistémico, mas também um
fator pro-aterosclerético local. Uma vez estabelecido um alto nivel de PCRus, h4 o aumento do
risco cardiovascular (Montecucco e Mach, 2008). A aterosclerose € um risco bem conhecido no
LES (Symmons e Gabriel, 2011). Além disso, a prevaléncia e a mortalidade de doencas
cardiovasculares é crescente entre 0s pacientes com LES (Lee e col., 2008), assim, esses individuos
tém um risco cardiovascular muito aumentado se comparado a populacdo em geral (Santos e col.,
2012). Dessa forma, os achados do corrente estudo cruzado ganham importancia na pratica clinica
na medida em que demonstram a reducado significativa de um marcador inflamatério e preditor de

ateriosclerose com o uso de terapia antioxidante.
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VII. LIMITACOES

Apesar de se ter realizado um ensaio clinico sofisticado (estudo cruzado randomizado duplo
cego), o corrente trabalho apresenta algumas limitagdes. Ndo ha a garantia de que as pacientes
ingeriram corretamente as capsulas, conforme orientado, 1 capsula (400mg de 6leo de pequi) por
dia durante 60 dias consecutivos. Outro fato importante foi a dificuldade de acesso de algumas
pacientes ao Laboratdrio de Analises Clinicas do HUB. O ideal seria a coleta de sangue e urina e

das medidas antropométricas no 61° dia apds o tratamento ou placebo, porém, devido a esse acesso

limitado, algumas vezes a coleta foi realizada depois de completada a terapia com o uso das
capsulas. Além disso, 0 método de extracdo usado neste trabalho foi de qualidade inferior ao
utilizado em estudo prévio o que pode ter comprometido os resultados. As caracteristicas peculiares
e especificas da amostra impedem a extrapolacdo dos resultados para outras populacdes de
pacientes com LES.
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VIIl. CONCLUSOES
Nas condicdes experimentais nas quais esta investigacdo foi conduzida e, baseado nos

resultados obtidos, é licito concluir que:

- 0 Oleo de pequi em cépsula ndo foi capaz de reduzir as lesdes oxidativas (quebra em fita
simples e dupla) mensuradas por meio do indice de dano ao DNA obtido com o ensaio do

cometa, o colesterol total e a fracdo LDL e os niveis de &cido Urico em mulheres com LES;

- porém, o 6leo de pequi em capsula foi eficiente em reduzir os niveis de proteina C reativa
ultra sensivel em mulheres com LES, o que indica a reducéo da inflamacdo com uso desse

suplemento antioxidante;

- 0s pacientes com LES tiveram maior dano ao DNA em relacdo aos controles saudaveis o
que sugere um estresse oxidativo aumentado (mensurado por meio do indice de dano ao

DNA obtido com o ensaio do cometa).
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Anexo 1: Critérios de classificacdo de LES do American College of Rheumatology revisados em
1997

1. Eritema malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2. Lesdo discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e

tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossenssibilidade: exantema cutaneo como reacgdo ndo-usual a exposicaoo a luz solar,

de acordo com a histéria do paciente ou observado pelo médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas

pelo médico.

5. Artrite: ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulacGes periféricas, caracterizadas

por dor e edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor pleuritica, atrito
auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentado por

eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericérdico).

7. Comprometimento renal: proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria

anormal.

8. Alteracdes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na

auséncia de outra causa).

9. Alteracdes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4000/mm°® em
duas ou mais ocasides) ou linfopenia (menor que 1500/mm?® em duas ou mais ocasides) ou

plaquetopenia (menor que 100000/mm? na auséncia de outra causa.

10. AlteracBGes imunoldgicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca de
anticorpo antifosfolipidio com base em:

a) niveis anormais de 1gG ou IgM anticardiolipina,

b) teste positivo para anticoagulante lipico,

c) teste falso-positivo para sifilis por, no minimo, 6 meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de

drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do lipus induzido por drogas.

Fonte: Borba e col., 2008



Anexo 2: SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

Assinalar a pontuagdo se o evento estiver presente no dia da avaliagdo ou nos 10 dias prévios

Pontos Intercorréncia Definicéo

8 ( ) | Convulsdo Inicio recente. Exclui causa metabdlica, infecciosa ou relacionada ao uso de farmag

8( ) | Psicose Perturbacgéo grave da percepcao da realidade. Inclui alucinagdes, incoeréncia,
pensamento il6gico, bizarro, desorganizado ou catatdnico. Exclui uremia ou
causa relacionada com farmacos

8 ( ) | Sindrome orgénica FuncBes mentais alteradas de inicio subito e carater flutuante com dificuldade na

cerebral orientacdo, memdria ou outras func¢@es intelectuais. Inclui turvacao da
consciéncia com diminui¢do ou (incapacidade) da atengdo e pelo menos mais
dois seguintes: perturbacdo da percepcéo, discurso incoerente, insénia ou
sonoléncia diurna, aumento ou diminuicéo da atividade psicomotora. Exclui
causa metabdlica, infecciosa ou relacionada a farmacos.

8 ( ) | Disturbios visuais Alterac0es retinianas do LES: presenca de corpos citdides, hemorragias
retinianas, excudados serosos ou hemorragicos da coroide ou neurite optica (ndo
causado por hipertensdo, uso de farmaco ou infecgdo)

8 ( ) | Disturbios dos pares Neuropatia sensitiva ou motora de novo envolvendo 0s pares cranianos.

cranianos

8 ( ) | Cefaléia lupica Cefaléia severa, persistente, pode ter caracteristicas de enxaqueca; resistente aos
analgésicos e tratamentos habituais

8( ) | AVC Acidente Vascular Cerebral de comprometimento recente. Exclui aterosclerose.

8( ) | Vasculite Ulceracdo, gangrena, nddulos digitais dolorosos, infartos periungueais,
hemorragias subungueais lineares ou vasculite confirmada por bidpsia ou
angiografia

4( ) | Artrite Dor e sinais flogisticos (calor, rubor, edema, dor) em mais de duas articulagbes

4( ) | Miosite Mialgia ou fraqueza muscular proximal associada a elevagéo do
creatinofosfocinase, aldolase, alterac6es eletromiogréficas ou bidpsia compativel
com miosite

4 () | Cilindraria Cilindros heméticos, granulosos ou eritrocitarios

4 ( ) | Hematdria >5 hemacias/campo de sedimento urinario. Exclui outras causas (litiase,
infeccdo)

4 ( ) | Proteindria >0,50/ 24 horas ou aumento de >0,5g em relacdo a contagens basais

4 () | Pilria >5 leucocitos/ campo no sedimento urinario na auséncia de infecgdo

2 () | Novo rash cutaneo Rash do tipo inflamatdrio de inicio recente ou recorrente

2( ) | Alopécia Queda de cabelo excessiva, difusa ou localizada de inicio recente ou recorrente

2 ( ) | Ulceras mucosas Ulceras orais ou nasais de inicio recente ou recorrente

2( ) | Pleurite Dor pleuritica com atrito, derrame ou espessamento pleural

2( ) | Pericardite Dor pericardica com mais um dos componentes: atrito, derrame, confirmagéo por
ECG ou ecocardiograma

2( ) | Hipocomplementemia | C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia do laboratdrio

2 () | Anti-DNA elevado Aumento acima de 25% acima dos valores de referéncia do laboratério

1( ) | Febre Temperatura axilar >37,7°C na auséncia de infecgéo

1( ) | Trombocitopenia Plaquetas <100 000/mm® (excluidas causas farmacol6gicas)

1( ) | Leucopenia Leucocitos <3000/ mm® (excluidas causas farmacoldgicas)

Pontuacao total (0-105)
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Anexo 3: SLICC - Systemic Lupus International Collaborating Clinics

Escore Dano
OCULAR
1 Catarata em qualquer olho, primaria ou secundaria a corticoterapia, documentada por oftalmoscopia
1 Alteracdo retinal documentada por oftalmoscopia
1 Atrofia dptica documentada por exame oftalmoscopico
NEUROPSIQUIATRICO
1 Disfuncéo cognitiva (por exemplo, prejuizo de memdria, dificuldade de céalculo, prejuizo da concentragéo, dificuldade de linguagem
falada ou escrita) documentada por exame clinico ou teste neurocognitivo
1 Psicose maior definida por distdrbios graves da percepcédo da realidade caracterizados por delirios, alucinagdes auditivas ou visuais,
incoeréncia, perda de associacdo de idéias, empobrecimento de idéias, pensamento ilégico, comportamento bizarro, desorganizado ou
catatonico
1 Convuls0es caracterizadas por movimentos tonicos e clonicos, requerendo terapia anticonvulsivante por mais de seis meses
1(2) Acidente vascular cerebral que resulte em achados focais como paresia e fraqueza ou resseccéo cirdrgica por outras causas, exceto
malignidade (escore 2 se mais de um evento)
1 Neuropatia craniana ou periférica, excluindo-se neuropatia optica, resultando em distirbio motor ou sensitivo
1 Mielite transversa (fraqueza de membros inferiores ou perda sensitiva com perda do controle esfincteriano retal e urinario)
RENAL
1 Taxa de filtragdo glomerular < 50%
1 Proteinuria > 3,5 g/24 horas
3 Insuficiéncia renal terminal (mesmo em dialise ou transplante)
PULMONAR
1 Hipertensdo pulmonar (proeminéncia de ventriculo direito ou ausculta em foco pulmonar)
1 Fibrose pulmonar (exame fisico e radiografia)
1 Shrinking lung syndrome (radiografia)
1 Fibrose pleural (radiografia)
1 Infarto pulmonar (radiografia), ressec¢do por outra causa que ndo malignidade
CARDIOVASCULAR
1 Angina pectoris ou angioplastia
1(2) Infarto agudo do miocérdio documentado por eletrocardiograma e perfil enzimatico (escore 2 se mais de um evento)
1 Miocardiopatia (disfuncéo ventricular documentada clinicamente)
1 Doenca valvular (murmdrio diastélico ou sistélico > 3/6)
1 Pericardite por seis meses ou pericardiectomia
VASCULAR PERIFERICO
1 Claudicagao persistente por seis meses
1 Perda tecidual menor (perda de polpa tecidual)
1(2) Perda tecidual significante (por exemplo, perda digital ou de membro) (escore 2 se mais de um sitio)
1 Trombose venosa com edema, ulceragdo ou evidéncia clinica de estase venosa
GASTROINTESTINAL
1(2) Infarto ou resseccao intestinal abaixo do duodeno, bago, figado ou vesicula biliar por qualquer causa (escore 2 se mais de um sitio)
1 Insuficiéncia mesentérica com dor abdominal difusa ao exame clinico
1 Peritonite cronica com dor abdominal persistente e irritagdo peritoneal
1 Constrigdo esofagica observada por endoscopia ou cirurgia de trato gastrointestinal superior como correcdo da constrigao, cirurgia de
Ulcera, etc., ou por histéria de insuficiéncia pancreatica requerendo reposi¢ao enzimatica ou por pseudocisto
MUSCULOESQUELETICO
1 Atrofia muscular ou fraqueza muscular, demonstradas pelo exame fisico
1 Artrite deformante ou erosiva (incluindo-se deformidades redutiveis e excluindo-se osteonecrose) no exame fisico
1 Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo-se osteonecrose) demonstrada radiograficamente
1(2) Osteonecrose demonstrada por qualquer técnica de imagem (escore 2 se mais de um evento)
1 Osteomielite documentada clinicamente e confirmada por cultura ou ruptura tendinea
DERMATOLOGICO
1 Alopecia cicatricial cronica documentada clinicamente
1 Cicatriz extensa ou paniculite em localizagdo diferente do couro cabeludo ou polpa tecidual, documentada clinicamente
1 Ulceragdo cutanea (excluindo-se trombose) por mais de seis meses
FALENCIA GONADAL PREMATURA
1 Amenorréia secundaria antes dos 40 anos de idade
DIABETES
1 Requerendo tratamento e independente deste.
MALIGNIDADE
1(2) Documentada por exame patol6gico, excluindo displasia (escore 2 se mais de um sitio)

TOTAL
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Anexo 4: Solucdes utilizadas no ensaio do cometa

Produtos | Preparo | Conservacio
Solucédo de PBS estoque

137 mM NaCl Vetec® 8a
2,7 mM KCL ECIBRA® 0,29
10 mM Na,HPO, Grupo 1449 Temperatura ambiente, abrigada de
Quimica® luz
2 mM KH,PO, ECIBRA® 0,24q

pH para 7,4 e completar para 1 litro

com H,O destilada

Agarose LMP a 0,5%

Agarose low melting point 01g
(LMP) pronadisa® conda
laboratorios Em geladeira
PBS 10X 2ml
H,O 18 ml

Dissolver em microondas

Agarose NMP a 1,5%

Agarose normal melting point | 300 mg
(NMP) GIBCOBRL®
manufaturado por life Em geladeira
technologies
PBS 10X 2ml
H,O 18 ml

Dissolver em microondas

Solucdo de lise estoque

NaCl Vetec® 2,5 M 146,1 g
EDTA Vetec® 100mM 37,24
Tris Vetec® 10 mM 129

Acertar o pH para 10, utilizando
NaOH P.A., acrescentar 10 g de N-
laurolyl-sarcosine (SIGMA-
ALDRICH®) e completar para 1000
ml com &gua destilada

Temperatura ambiente, abrigada da
luz

Solucéo de lise uso

Triton X-100 Merk®

1ml

DMSO Vetec®

10 ml

Completar para 100ml com solucéo
lise estoque

Em geladeira

Solucédo de EDTA 0,2 M estoque

EDTA Vetec®

14899

H,O destilada

100 ml

Temperatura ambiente, abrigada da

Acertar 0 pH para 10 e completar
para 200 ml com H,O destilada

luz

Solucédo de NaOH 10 M estoque

NaOH Vetec®

200 g

H20 destilada

350 ml

Dissolver o0 NaOH na H,O destilada e
completar para 500 ml com H,O

Temperatura ambiente, abrigada da
luz
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| destilada
Solucéo de eletroforese
EDTA0,2M 5ml
NaOH 10 M 30ml

Completar para 1000 ml com agua
destilada, acertar o pH para 13

Em geladeira

Solucédo tampéo de neutralizacdo

Tris 0,4 M Vetec®

4859

Acertar o pH para 7,5 com HCL P.A.

Temperatura ambiente, abrigada da

Vetec®, completar para 1000 ml com
H,O destilada

luz

Solucéo de coloracao a 200 ug/ml estogue

Brometo de etidio SIGMA®

10 mg

H,O destilada

50 ml

Em geladeira, abrigada da luz

Solucdo de coloracéo 20 ug/ml uso

Solucéo de coloracdo a 20
ug/ml estoque

100 pl

Em geladeira, abrigada da luz

H,O destilada

900 pul
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Apéndice 1: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Efeito anti-oxidativo do Pequi nos pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico

Vocé foi convidado(a) a participar de uma pesquisa. Este documento apresenta uma descri¢do da pesquisa e
tem como objetivo ajuda-lo(a) a decidir se vocé deseja ou ndo participar. Os pesquisadores esclarecerdo todas as suas
dividas sobre este estudo.
Pesquisadores responsaveis pelo estudo:

1- Dr. Leopoldo Luiz dos Santos Neto, telefones: (61) 34485568 e (61) 34485322
E-mail: leopoldo.luiz@uol.com.br
2- Thais Muniz Montalvéo Sousa, telefone: (61) 34485231, celular: (61) 81459451
E-mail: thaismuniz@hotmail.com
InformacGes do estudo
O dleo de pequi contém diversos tipos de antioxidantes naturais (substancias que trazem beneficios
a saude) e é rico em &cidos graxos monoinsaturados (um tipo de gordura considerada saudavel).
Assim, este estudo tem como objetivo verificar se dleo de pequi tem poder antioxidante de modo a
trazer beneficios a salde de pacientes com lupus acompanhados pelo servico de Reumatologia do
Hospital Universitario de Brasilia e verificar se este 0leo contribuird para a reducdo da pressao
arterial e para o controle do colesterol dos pacientes com lipus. A pesquisa sera desenvolvida no
Hospital Universitéario de Brasilia e no Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia (UnB)
e tera duracdo de 2 anos.
Procedimentos do estudo
A sua participacdo envolvera a ingestdo de capsulas de 6leo de pequi ou de placebo (capsulas que
ndo contém Aleo de pequi) durante 60 dias, o preenchimento de um questiondrio durante as
consultas habituais e a coleta de sangue de rotina antes e ap6s a ingestdo das capsulas de pequi ou
de placebo. VVocé ndo podera consumir alimentos que contenham pequi, complexo multivitaminico,
suplementos com 6mega 3, nicotina e produtos que contenham cafeina 12 horas antes de cada coleta
sanguinea. Vocé também ndo podera consumir alcool e alimentos com alcool em sua composicdo
trés dias antes de cada coleta sanguinea. Se qualquer alteracdo importante na forma de realizacao
deste estudo for necessaria, vocé sera informado(a) para decidir sob sua permanéncia na pesquisa. A
participacdo é totalmente voluntaria e vocé podera se retirar do estudo a qualquer momento, sem
prejuizo do tratamento regular, bastando informar a decisdo a um dos pesquisadores responsaveis.
Sigilo das informacgdes
Todos os dados pessoais coletados durante esta pesquisa serdo mantidos no mais rigoroso sigilo por
meio da omissdo total de todas as informagfes que permitam identificar vocé. Apenas vVOcé e 0S
pesquisadores terdo acesso aos resultados de seus exames.
Possiveis beneficios e riscos
Até o presente, ndo ha relatos de efeitos colaterais ap6s a ingestdo de 6leo de pequi, porém, se vocé
perceber algum tipo de efeito, podera entrar em contato com um dos pesquisadores. Além disso, a
pesquisa pode ndo trazer beneficios diretos a vocé, mas vai gerar informagdes importantes para o
tratamento dos pacientes com lGpus. Durante a coleta de sangue, pode ser que vocé sinta uma
pequena dor e desconforto por causa da agulha e o local de entrada da agulha pode ficar roxo.
Custos da participacéo
N&o ha custos de participacdo no estudo e vocé ndo precisara retornar mais vezes ao hospital em
decorréncia de sua participacdo no estudo. Vocé continuara sendo responsavel pelos custos de seu
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tratamento médico habitual. Além disso, vocé ndo terd nenhum ganho financeiro por participar
deste estudo.

Outras informac6es

Todas as legislacGes, resolucbes e cddigos de ética brasileiros serdo cumpridos no decorrer deste
estudo. Caso tenha qualquer duvida sobre seus direitos como paciente de pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa cujo telefone é 3307-2276, que avaliou e
aprovou a realizacao deste estudo neste Hospital.

Termo de participacgao e assinaturas

Apos ter lido e compreendido este termo concordo em participar voluntariamente deste estudo.

Brasilia, de de 20

Nome do paciente:

RG: . Assinatura;

Nome do
pesquisador:

Assinatura:
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Apéndice 2: Questionario para coleta de dados sociais, antropometria, medicamentos em uso e

prética de atividade fisica

PROTOCOLO
Identificacdo
Nome:
Registro: Data: /[ Data de nascimento:___ /
Idade:__ anosSexo: () Feminino ( ) Masculino

Data do diagnoéstico: __ / /

NO

Estado civil: () solteiro(a) ( )casado(a) ( ) divorciado(a) ( )viuvo(a) ( )amasiado(a)

Ocupacdo: () estudante ( )dolar ( )trabalhador(a) ( ) desempregado(a)

( ) afastado(a) ( ) aposentado(a)

No de membros na familia:

pessoas

Renda familiar mensal: () até 1 salario-minimo ( ) de 1a 2 salariosminimos ( ) de 2 a5 salariosminimos ( )de5a

10 salarios minimos () de 10a 20 salariosminimos ( ) acima de 20 salarios minimos

Escolaridade:

(' ) nivel primario completo () nivel fundamental completo ( ) nivel médio completo

anos estudados Grau de escolaridade: () ndo se aplica

() nivel superior completo ( ) pés-graduacédo

Cordapele: ( )branca ( )amarela ( )negra ( ) pardadescendénciaasiatica ( ) pardadescendénciaindigena ( )

parda descendéncia negra

Histoéria social

Tabagista: () ndo () sim, tipo de cigarro: , frequéncia:

Etilista: ( )ndo ( ) sim, tipo de bebida alcoolica:

Quantidade frequéncia:

Realiza atividade fisica: ( ) ndo () sim, tipo de atividade:

Desde:

Medicag¢Bes em uso:

() , dose: , frequéncia:

() , dose: , frequéncia:

() , dose: , frequéncia:

() , dose: , frequéncia:

() , dose: , frequéncia:

() , dose: , frequéncia:

Antropometria

Pesousual:___ Kg em Peso atual: kg Altura: cm
%Perda Ponderal Recente: cm indice de Massa Corporal: kg/m2
Circunferéncia da cintura: cm Circunferéncia do quadril: cm

Relacéo cintura/quadril:

Circunferéncia do braco: cm % de adequagéo %
Prega cutanea triciptal: mm % de adequacéo %
Circunferéncia muscular do brago: cm % de adequagéo: %
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‘ Apéndice 3: Artigo aceito para publicacdo na revista Advances in Bioscience and Biotechnology

DNA damage levels in systemic lupus erythematosus
patients with low disease activity: an evaluation by

comet assay

Thais Muniz Montalvao!2, Ana Luisa Miranda-Vilela3, Mariana Matos Roll2, Cesar Koppe

Grisolia?, Leopoldo Santos-Netol4

1University Hospital of Brasilia, University of Brasilia, Brasilia/DF, Brazil

2L aboratory of Genetic Toxicology, Institute of Biological Sciences, University of Brasilia, Brasilia/DF, Brazil
3Department of Genetics and Morphology, Laboratory of Genetics, Institute of Biological Sciences, University of Brasilia,
Brasilia/DF, Brazil

“Associated Professor, Faculty of Medicine, University of Brasilia, Brasilia/DF, Brazil

Email: thaismunizms@gmail.com

Received 30 September (2012).

ABSTRACT

Oxidative stress has been implicated in the inflammatory process of Systemic Lupus Erythematosus
(SLE), particularly by the formation of anti-DNA autoantibodies, which can lead to DNA damage. The aim
of this study was to investigate, through comet assay, whether the level of DNA damage in SLE patients is
different from that of healthy subjects. Twenty-five adult SLE patients with SLEDAI up to ten, and 25
healthy subjects were paired according to age, gender and Body Mass Index (BMI). Other anthropometric
variables were also assessed. Comet assay was assessed as the marker of oxidative stress described as
DNA Damage (DD) percentage. Waist Circumference (WC), Hip Circumference (HC) and BMI were also
performed. Exclusion criteria for patients and controls comprised smoking and other chronic disorders.
Level of damage index was remarkably higher in SLE patients than in controls, and no significant
differences between the groups were found for age, BMI, WC and HC. No stratification concerning gender
was performed, since there were just two males per group. No correlation was observed between BMI
and DD (%). DD increased in SLE, which reflects the oxidant/antioxidant imbalance in these patients.
These findings support an association between oxidative stress and SLE. This stronger correlation
observed in patients with low disease activity may be useful in elucidating the mechanisms of disease
pathogenesis.

Keywords: systemic lupus erythematosus; DNA damage; comet assay; oxidative stres
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