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RESUMO

Titulo: Avaliagdo do estresse oxidativo em pacientes idosos com anemia
ferropénica

A deficiéncia de ferro € o resultado de um longo periodo de balango negativo do
ferro, culminando na exaustao do estoque de ferro do organismo. Isto é revelado
quando a concentragdo de hemoglobina declina para valores abaixo dos limites
normais e entdo aparece a anemia, que ocorre devido a deficiente sintese de
hemoglobina, com diminuigdo da proliferagao eritrocitaria. A anemia ferropénica é
considerada o maior problema de saude no idoso e esta associada com varias
complicagdes, incluindo doenga cardiovascular, disfungdo cognitiva, aumento no
risco de morte, e principalmente tem um significante efeito na qualidade de vida.
Estudos revelam que a anemia por deficiéncia de ferro causa maior
susceptibilidade aos agentes oxidantes. Utilizando técnica espectrofotométrica,
foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) e quantificada a
glutationa total (GSH) nos eritrécitos dos pacientes. Também determinou-se o
dano oxidativo nas proteinas plasmaticas e no hemolisado celular pelo método do
carbonil a 360 nm. Os niveis da peroxidacéo lipidica (MDA) e da vitamina C foram
determinados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os
participantes da pesquisa foram selecionados de Ambulatérios de Atencédo Basica
de Saude da Regidao Norte do Rio Grande do Sul, sendo que 17 individuos
apresentaram anemia ferropénica e hipertenséo primaria e 18 apenas hipertensio
primaria devido a dificuldade de selecionar pacientes sem nenhuma patologia
associada. Todos os individuos assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Os dados obtidos foram expressos como médias + desvio padréo e
analisados utilizando-se o Teste t-Student. Os resultados do trabalho mostram
que os individuos com anemia ferropénica apresentam atividade
significativamente elevada da SOD e da CAT em relag&o aos individuos controle,
mas nao apresentaram diferenga na atividade da GPx nem da GSH. Observamos
também, dano oxidativo em proteinas plasmaticas, mas nao no hemolisado
celular. Os pacientes com anemia ferropénica mostraram dano oxidativo em
proteinas plasmaticas significativamente maiores, assim como um aumento
significativo da produgdo de MDA no soro, como um indicativo do aumento da
auto-oxidacao dos lipidios sob condi¢cdes de estresse oxidativo. Os niveis séricos
da vitamina C ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos. Estes dados
revelam o envolvimento de espécies reativas de oxigénio no agravamento da
anemia carencial. Sendo assim, reforca-se a necessidade de diagnosticar e tratar
esses pacientes precocemente, diminuindo a magnitude dos efeitos da anemia na
saude do idoso.

Palavras chave: radicais livres, anemia ferropénica, dano oxidativo, carbonil,
MDA.
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ABSTRACT
Title: Oxidative stress evaluation in old patients with iron deficiency anaemia

Iron deficiency is the outcome of a long period of negative iron balance,
culminating in exhaustion of the body’s iron stores. This is revealed when
hemoglobin concentration declines to values below normal levels and anaemia is
detected, due to a deficient synthesis of hemoglobin, with decrease in eritrocitary
proliferation. Iron deficiency anaemia is considered the most important health
problem in elderly and it is associated with various complications, including
cardiovascular disease, cognitive dysfunction, increased risk of death and, mostly,
it has a meaningful effect in the quality of life. Studies reveal that iron deficiency
anaemia cause higher susceptibility to oxidant agents. Using spectrophotometric
techniques, the activities of antioxidant enzymes, catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD) and total glutathione (GSH) were
quantified in the erythrocytes of the patients. We also determined oxidative
damage of plasma proteins and in hemolysate using the carbonyl assay at 360
nm. The levels of lipid peroxidation (MDA) and vitamin C were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Participants in this study were
selected in Ambulatories of Basic Health Attention in the North of the State of Rio
Grande do Sul. 17 individuals presented iron deficiency anaemia and primary
hypertension and 18 only primary hypertension, because it was difficult to select
patients without any associated deficiency. All individuals signed the term of free
and clarified consent to participate in this study. Data were analyzed using t-
Student Test. Results show that individuals with iron deficiency anaemia show
significantly higher activity of SOD and CAT when compared with those from the
control group, but they do not show difference in the activity of GPx or GSH.
Oxidative damage was also observed in plasma proteins, but not in the cellular
hemolysate. Patients with iron deficiency anaemia showed oxidative damage in
plasma proteins significantly higher when compared with the control group. And
they also showed a significant increase in the production of MDA in the serum as
an indicative of the increased auto-oxidation of lipids under oxidative stress.
Serum vitamin C levels did not show significant difference between the groups.
These data reveal the involvement of the reactive oxygen species in carential
anaemia. Therefore, we reinforce the need to diagnose and treat these patients
early to reduce the magnitude of the effects of anaemia on the heath of the elderly.

Key words: free radicals, iron deficiency anaemia, oxidative damage, carbonyl,
MDA.
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1. INTRODUCAO

1.1 O ldoso no contexto social

O momento demografico por que passa a populagdo brasileira se
caracteriza por baixas taxas de fecundidade, aumento da longevidade e
urbanizacao acelerada. A interacdo destas transformacdes tem levado a um
crescimento mais elevado da populagao idosa com relagdo aos demais grupos
etarios. A participacado de individuos maiores de 65 anos dobrou nos ultimos 50
anos; passou de 4% em 1940 para 8% em 1996. Projecdes recentes mostram
que este segmento podera vir a ser responsavel por quase 15% da populagéo
total no ano 2020 (CAMARANO, 1999).

Esse aumento relativamente mais elevado do contingente idoso é resultado
de suas mais altas taxas de crescimento, em face da alta fecundidade
prevalecente no passado, comparada a atual, e da redugao da mortalidade. Este
fendbmeno é chamado de envelhecimento populacional, que se da em virtude da
diminuicdo do numero de jovens do total da populagdo brasileira. Enquanto o
envelhecimento populacional significa mudangas na estrutura etaria, a
longevidade é um processo que se inicia no momento do nascimento e altera a
vida do individuo, a estrutura familiar e, certamente, a sociedade. O aumento da
longevidade deve ser reconhecido como uma conquista social, o0 que se deve em
grande parte ao progresso da medicina e de uma cobertura mais ampla dos

servicos de saude. No entanto, esse novo cenario é visto com preocupacao por
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acarretar mudancas no perfil das demandas por politicas publicas, colocando
desafios para o Estado, a sociedade e a familia (CAMARANO et al, 1999).

Cada vez é maior o numero de idosos no mundo inteiro, sendo que esse
fendmeno de envelhecimento populacional ocorre de forma mais intensa nos
paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, onde esse grupo € o que
mais cresce (KALACHE et al, 1987).

A populacdo de norte-americanos com 65 anos ou mais no ano de 2000,
era de 35 milhdes, representando 13% da populacéo total. Ja no Brasil, essa
populacao representava 8,6%, ou seja, 14,5 milhdes de individuos com idade
superior a 65 anos (REBOUCAS & PEREIRA, 2008), sendo que o ultimo censo
demografico apontou 7,1% de idosos no Rio Grande do Sul (IBGE, 2001).

O processo de envelhecimento humano é um processo fisioldgico,
dindmico, progressivo e irreversivel, no qual ocorrem alteracbes morfologicas,
metabdlicas, comportamentais e psicossociais. Essas alteracdes acarretam perda
progressiva da capacidade de adaptagcdo ao meio ambiente, tornando o individuo
mais vulneravel, o que leva ao aumento da incidéncia de processos patoldgicos
nesse grupo de individuos. Observa-se que ainda podem prejudicar a ingestao e
absorcado de determinados nutrientes, ocasionando maior propensao ao
desenvolvimento de processos anémicos e deficiéncia de micronutrientes

essenciais (GUIGOZ et al, 1996).
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1.2 Anemia

A anemia € uma anomalia caracterizada pela diminuicdo do numero de
hemacias circulantes, da concentracao de hemoglobina (principal proteina no
transporte de oxigénio no sangue) e da porcentagem dos glébulos vermelhos
(hematdcrito). Assim, sob aspectos fisioldgicos, anemia, significa hipdxia, ou seja,
a reducgao na capacidade de transporte e troca do O, molecular no sangue. Sua
classificagdo esta baseada no tamanho do eritrocito/hemacia — macrocitica
(grande), normocitica (normal) e microcitica (pequena) - e conteudo de
hemoglobina - hipocrémica (coloragao palida) e normocrémica (coloragdo normal)
(MAHAN & SCOTT-STUMP, 1998).

Estudos mostram que a grande maioria das anemias é causada por
auséncia de nutrientes essenciais para a sintese normal de eritrécitos na medula
O6ssea, como o ferro, a vitamina B12 e o acido fdlico. Outras podem ser
resultantes de uma variedade de condi¢gdes, como hemorragia, doengas crénicas,
deficiéncias genéticas, entre outros (MAHAN & SCOTT-STUMP, 1998;
GABRILOVE, 2005).

Anemia é uma das mais comuns deficiéncias nutricionais no mundo hoje,
sendo considerado um problema de saude publica, com consequéncias
importantes para a saude humana, que atinge populagdées do mundo todo com
diferencas significativas para os paises menos desenvolvidos (WHO/UNICEF,
2004).

As manifestagdes clinicas da anemia em geral referem-se aos ajustes dos

sistemas cardiacos e respiratorios a anemia: tolerancia diminuida ao trabalho,
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dispnéia e palpitagdes. O sinal clinico da anemia, geralmente percebido por
familiares, é a palidez. A intolerancia ao frio pode ocorrer pela reducédo do fluxo
sanguineo a pele. Alteragdes neuromusculares podem acontecer como: cefaléia,
vertigem, zumbido, dificuldade de concentracéo, irritabilidade, insénia e fraqueza

(EISENSTAEDT et al, 2006).

1.2.1 Anemia no idoso

Anemia é a maior sindrome geriatrica devido a sua relevéncia clinica e
comum ocorréncia na populagdo idosa (CHAVES et al, 2002). Atualmente é
definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como nivel de hemoglobina
(Hb) menor que 13 g/dL em homens e menor que 12g/dL em mulheres (WHO,
1968).

A anemia tem um impacto negativo substancial sobre a fungcdo e a
qualidade de vida no idoso (EISENSTAEDT et al, 2006). Niveis de hemoglobina
declinam com a idade, no entanto a prevaléncia de anemia em idosos ¢é alta e ndo
pode ser encarada como uma decorréncia natural do envelhecimento (DALY,
1989), sendo considerada como importante problema entre individuos idosos.

A maioria dos idosos mantém uma contagem normal de eritrocitos,
hemoglobina e hematodcrito, e em poucos s&o encontrados niveis de hemoglobina
menor que 12 g/dL, por esta razdo deve se considerar anemia na populagao idosa

como um sinal de doenga e merece investigacéo (SMITH, 2000).
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A prevaléncia da anemia entre idosos varia consideravelmente, como

mostra a Tabela 1. Varidveis como, sexo, raca, moradia e estado de saude

refletem a heterogeneidade desta populagao.

Tabela 1. Prevaléncia de Anemia em idosos

Ano Local Atendimento N  Prevaléncia Critério Idade
(%) (anos)
Mattila 1986  Finlandia Amb 347 3,7 WHO 265
Woo 1987 China Amb 427 9,6 WHO 260
Timiras 1987 EUA Amb 1024 12,01 <14e<12 260
SENECA 1991 19 centros Amb 2600 55 WHO 70-75
Europa
Cangerana 1993 Brasil Amb 2497 13,34 WHO =260
Izaks 1999 Paises Amb 755 20 WHO =85
baixos
Nilsson- 2000 Suécia Amb 360 28,3 WHO > 88
Ehle
Olivares 2000 Chile Amb 274 47 WHO 260
Guralnik 2004 EUA Amb 4199 10,6 WHO 265
NHANES IlI
Joosten 1992 Bélgica Hosp 114 46 WHO =65
Mitrache 2001 Suiga Hosp 186 44 >12 =65
Sibai 2003 Libano Inst 100 42,5 WHO 265
Resultados do Il National Health and Nutrition Examination Survey

(NHANES III) realizado nos Estados Unidos indicam que a prevaléncia de anemia

foi de 11% em individuos com mais de 65 anos vivendo na comunidade, de

acordo com critérios da Organizagdao Mundial da Saude. A prevaléncia de anemia

€ ainda maior em pacientes hospitalizados e institucionalizados (MARALDI et al,

2006). Um estudo com 900 idosos institucionalizados observou que 48% eram

anémicos de acordo com critérios da OMS (ARTZ et al, 2004).
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A Tabela 2 mostra a prevaléncia de anemia segundo dados da
Organizagdo Mundial da Saude e mostra que quase metade dos individuos com

mais de 60 anos em paises nao industrializados, como o Brasil, sdo anémicos.

Tabela 2. Estimativa do percentual de anemia no mundo (1990 — 1995) baseada

na concentragao de hemoglobina.

Paises Paises néo-
industrializados (%) industrializados (%)

Criancas (0 — 4 anos) 20,1 39

Criangas (5 -14 anos) 5,9 48,1
Gestantes 22,7 52,0
Mulheres (15 — 59 anos) 10,3 42,3
Homens (15 — 59 anos) 4,3 30,0
Idosos (+ de 60 anos) 12,0 45,2

Fonte: WHO, 2001

1.2.2 Causas de anemia no idoso

As causas de anemia no idoso sao muitas e incluem anemia de doencas
cronicas (30 — 45%), deficiéncia de ferro (15 — 30%), pés-hemorragica (5 — 10%),
deficiéncia de vitamina B12 e folato (5 — 10%), leucemia linfocitica crénica (5 —
10%), sindrome mielodisplasica (5%) e anemia de causa desconhecida (15 —
25%) (SMITH, 2000; GABRILOVE, 2005).

A anemia de doencga crbnica é frequentemente encontrada em individuos
idosos, principalmente em hospitalizados. E uma anemia hipoproliferativa,

normocrémica e normalmente normocitica, associada com baixa contagem de



17

reticuldcitos. E considerada leve a moderada, com niveis de hemoglobina
superiores a 8 g/dL. No idoso, € importante distinguir entre anemia de doenca
cronica e anemia por deficiéncia de ferro. Assim, a dosagem de ferritina sérica € o
teste mais utilizado para distinguir estas duas condi¢gdes (GABRILOVE, 2005),

como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Diferenciacdo laboratorial entre anemia de doenca crdnica e por

deficiéncia de ferro.

Teste laboratorial Valores normais Deficiéncia de Anemia de
Ferro doencga crdnica

Ferro sérico 60 — 100 <60 <60

(Mg/dL)

TIBC* (ug/dL) 250 - 400 > 400 <250

Saturacdo da 20 -60 <16 <20

transferrina (%)

Ferritina sérica 100 - 300 <100 >100

(ng/mL)

*TIBC: capacidade total de ligagédo do ferro
Adaptado de GABRILOVE, 2005

Dados do IIl National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES
[ll), mostraram que aproximadamente um terco da anemia parece estar
relacionada a deficiéncia nutricional, com mais da metade dos casos com
deficiéncia somente de ferro ou combinado com deficiéncia de folato ou vitamina

B12 (GURALNIK et al, 2004), conforme mostra a Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo de tipos de anemia em individuos com mais de 65 anos

nos Estados Unidos: NHANES III, fase 2, 1991 a 1994

Anemia N° Tipo (%) Total anemia (%)
Com deficiéncia nutricional

Ferro 467 000 48.3 16.6
Folato 181 000 18.8 6.4
B12 166 000 17.2 5.9
Folato e B12 56 000 5.8 20
Ferro com folato ou B12 ou 95 000 9.9 3.4
ambos

Total 965 000 100.0 34.3
Sem deficiéncia nutricional

Insuficiéncia renal 230 000 12.4 8.2
Anemia de doenga crbnica 554 000 30.0 19.7
Insuficiéncia renal e anemia de 120 000 6.5 4.3
doenca cronica

Anemia inexplicada 945 000 51.1 33.6
Total 1849 000 100.0 65.7
Total de anemia 2 814 000 NA* 100.0

* Nao Aplicavel
Adaptado de Guralnik et al, 2004.

Anemia tem varias consequéncias adversas no idoso. Esta associada com

aumento na mortalidade (ANIA et al, 1997; IZAKS, 1999), do numero de

hospitalizagdes, aumento na incidéncia e maior

severidade da doenca

cardiovascular (EZEKOWITZ et al, 2003), prejuizo cognitivo e aumento de

deméncia (LIPSCHITZ, 2003; DENNY et al, 2006), diminuigdo da capacidade
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fisica (PENNINX et al, 2003), elevado risco para quedas e fraturas (HERNDON et
al, 1997) e diminuigdo da qualidade de vida (LIND et al, 2002; LIPSCHITZ, 2003;
THOMAS, 2004). Notavelmente, estes efeitos sdo observados ndo somente em
individuos idosos com severa redugdo na hemoglobina, mas também naqueles
idosos com anemia leve ou niveis de hemoglobina abaixo do normal

(EISENSTAEDT et al, 2006).

1.3 Ferro e o seu metabolismo

O ferro é componente de todos os organismos vivos e neles participa
primordialmente de reacdes de transferéncia de elétrons, pois tem a capacidade
de facilmente recebé-los e doa-los, pela interconversdo entre ferro no estado
ferroso (Fe?*) e ferro no estado férrico (Fe>*). A maioria das proteinas que contém
ferro € semelhante do ponto de vista estrutural. Em parte delas, o ferro esta
incluido no grupo heme, o sitio ativo de transporte de elétrons de citocromos,
citocromo oxigenase, peroxidases, catalase, mioglobina e hemoglobina. Por outro
lado, em outras proteinas, ele pode ser encontrado na forma sulfurea (Fe-S),
como na ribonucleotideo-redutase, aconitase e desidrogenase succinica. No
entanto, o ferro pode lesar diferentes tecidos por catalisar a reacdo que converte
peréxido de oxigénio (H»0O;) em radicais livres, que lesionam a membrana celular,
proteinas e DNA. Entretanto, nem bactérias nem células eucariotas sao capazes
de se proliferar na auséncia de ferro (CALADO et al, 2004). O ion ferro € um

elemento fundamental para a vida do ser humano, sendo essencial no
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metabolismo energético celular e no transporte de oxigénio (EMERIT et al, 2001;

ATANASIU et al 2007).

Em adultos normais, a quantidade total de ferro corpéreo €& de
aproximadamente 3,5 g a 4,0 g; a quantidade de ferro absorvida diariamente
equivale a quantidade excretada (1 a 2 mg/dia), e 20 a 30 mg/dia de ferro do
organismo sao continuamente reciclados através de um eficiente sistema de
reutilizagdo desse metal. Destes, aproximadamente 65% estdo sob a forma de
hemoglobina, 4% a 10% estdo sob a forma de mioglobina, 1% sob a forma dos
varios compostos heme que promovem a oxidagdo intracelular, 0,1% estédo
ligados a proteina que transporta o ferro no plasma sanguineo — transferrina e em
torno de 15 a 30% estdo armazenados no sistema reticuloendotelial e nas células
do parénquima hepatico, sob a forma de ferritina (DUNN et al, 2006).

O ferro proveniente da dieta é absorvido primeiramente pela mucosa
duodenal combinando-se com a apotransferrina formando a transferrina, que é
transportada no plasma. O excesso de ferro geralmente € armazenado nos
hepatdcitos e nas células do reticulo endotelial presentes na medula 6ssea (figura
1). Uma vez no citoplasma o ferro liga-se a apoferritina formando a ferritina

(TAPIERO et al, 2001).
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Ferro da Dieta

Duodeno
(1 a 2mg ao dia) \)
Utilizacao Utilizacao
i Transferrina
4737 I plasmatica
| @Dn (3mg)
Medula 6ssea
(Suimg) Hemacias
circulantes R
8.2 ® (hemoglobina) Musculo
2= (1.800mg) (mioglobina)
(300mgq)

Estoques
= de
Macroéfagos Ferro :
(600mg) Parénquima
hepatico
(1.000mg)
Células mucosas descamantes
Menstruacao

Outras perdas de sangue
(1 a 2mg ao dia)

I-_T_I

Perda de Ferro

Figura 1. Distribuicao do ferro no homem adulto. Em condi¢des normais, 1 a 2 mg de ferro sdo
absorvidos e perdidos pelo organismo diariamente. O ferro € absorvido pelos enterécitos dos vilos
do duodeno e jejuno proximal e circula no plasma ligado a transferrina. A maioria é incorporada a
hemoglobina. Cerca de 300mg estdo presentes no musculo na forma de mioglobina e outros
tecidos na forma de enzimas e citocromos. O ferro é estocado na forma de ferritina e
hemossiderina em hepatocitos e sistema fagocitico mononuclear (reproduzido de CALADO et al,
2004)



22

A absorcao do ferro vai depender, em larga escala, de seu equilibrio no
organismo. Comumente, cerca de 10% de ferro ingerido é absorvido. Esta
quantidade pode ser aumentada nos estados de caréncia de ferro, quando o
corpo pode captar cerca de 26% (TAPIERO et al, 2001).

Fisiologicamente, o organismo humano n&do é capaz de excretar o ferro,
mesmo em condigdes de sobrecarga deste metal. Portanto, o aumento
progressivo do aporte de ferro, seja por via intestinal seja por via parenteral, leva
impreterivelmente a condicdo patolégica de sobrecarga de ferro. J& a causa
basica da diminuicdo dos estoques de ferro € o desequilibrio entre quantidade
absorvida e consumo e/ou perdas, que ocorrem por diversas vias, resultando no
esgotamento das reservas de ferro do organismo. Isso pode ocorrer devido a
diversos fatores, tais como: necessidade aumentada de ferro (crescimento,
menstruagdo, gestacdo); diminuicdo da oferta ou da absorgdo do ferro (baixa
quantidade e/ou biodisponibilidade do ferro da dieta, doencas inflamatdrias
cronicas intestinais, gastrectomia, entre outros); ou perda de ferro (sangramento
patolégico por alteragdes do trato gastrointestinal, parasitoses, doagao de sangue,
etc.) (NAIRZ & WEISS, 2006).

Para LEE e colaboradores (1998) a determinagdo do ferro sérico e a
capacidade total de ligacdo do ferro (TIBC) sdo o ponto inicial do estudo do
metabolismo do ferro. A TIBC € uma medida indireta da transferrina em termos
de quantidade de ferro que ela ira ligar. Atualmente, existem testes que séo
utilizados diariamente para identificacdo desta concentragdo. Entre eles

destacam-se os métodos colorimétricos e os automatizados.
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1.3.1 Deficiéncia de Ferro

Dentre os nutrientes implicados na génese da anemia, a deficiéncia de
ferro € apontada como determinante causal principal da maioria dos casos,
ocorrendo quando as reservas de ferro do organismo tornam-se insuficientes para
manter a eritropoiese e por consequéncia a concentragdo sanglinea normal de
hemoglobina. Entretanto, somente quando a concentragdo de hemoglobina cai
abaixo do limite normal, que o paciente pode ser designado como tendo evoluido
para o estado de anemia por deficiéncia de ferro (JOLOBE, 2000).

Segundo MAHAN & SCOTT-STUMP (1998) e PAIVA et al (2000), a
caréncia de ferro ocorre em estagios graduais e progressivos até que a anemia se
manifeste. O primeiro estagio € conhecido como deplecdo ou balanco de ferro
negativo e é subdividido em estagio |, onde a absorgao de ferro produz estoques
moderadamente esgotados (niveis de ferro menor que 50 mg/dL), e estagio Il,
onde o balango de ferro é caracterizado por estoques severamente esgotados. O
segundo estagio, também chamado de deficiéncia de ferro, se caracteriza por
uma eritropoese ferro-deficiente ndo acompanhada por anemia, mas com
alteracdes bioquimicas que refletem a sua insuficiéncia para a producdo normal
de hemoglobina. O terceiro estagio (ou anemia ferropénica propriamente dita) é
caracterizado pela diminuicdo dos niveis de hemoglobina, com prejuizos ao
organismo tanto mais graves quanto maior for a redugao da concentragao de ferro
disponivel.

Os idosos constituem um grupo vulneravel e susceptivel a anemia por

deficiéncia de ferro, assim como outros grupos, tais como criangas e gestantes.
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Suas provaveis causas sao: (1) baixa ingestao de ferro devido a alimentacao e
condi¢gdes bucais inadequadas, ingestao insuficiente de alimentos ricos em ferro
ou de nutrientes favorecedores da absor¢do de ferro, ingestdo de alimentos
inibidores da absorcdo do mineral, situacdo econbmica, social, cultural e
psicolégica desfavoravel; (2) absor¢ado inadequada devido a diarréia, doenca
intestinal, gastrite, interferéncias por drogas (antiacidos, antibiéticos); (3)
utilizagcado inadequada do ferro devido aos disturbios gastrointestinais crénicos;
(4) perdas de sangue aumentada devido a hemorragias, ulceras, hemorrdidas e
parasitoses; (6) liberagao deficiente ou utilizagcdo defeituosa de ferro do plasma a
partir dos estoques de ferro devido a infec¢des crbnicas (MAHAN & SCOTT-

STUMP, 1998).

1.4 Estresse Oxidativo

A reducdo do oxigénio a agua fornece a energia que permite a
impressionante complexidade dos organismos superiores. Entretanto, este
processo gera subprodutos altamente reativos, os quais podem ocasionar dano a
proteinas, lipidios e ao DNA. Estes subprodutos sdo as espécies reativas de
oxigénio (ERO). O termo ERO compreende radicais livres e outros compostos
nao radicalares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Radicais livres sdo definidos como atomos ou moléculas que possuem um
ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo (ELSBACH &

WEISS, 1983). O termo ERO inclui ndo somente radicais de Oxigénio (como O,",
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radical superéxido; OH®, radical hidroxil; RO,*, radical peroxil e RO’ radical
alcoxil), mas também abrange derivados de O, que podem atuar como oxidantes
ou redutores (H20,, peroxido de hidrogénio; HOCI, acido hipocloroso, e Os,
ozénio). As ERO s&o produzidas normalmente durante o metabolismo celular,
onde estdo envolvidas em reacdes de transferéncia de elétrons. Na respiracao, a
maior parte do oxigénio consumido é reduzido a agua na mitocéndria, durante a
passagem pela cadeia respiratoria, possibilitando a sintese do ATP pela
fosforilagdo oxidativa. No entanto, aproximadamente 5% do oxigénio sofre
redugao incompleta, produzindo o radical superéxido (O2%). A partir deste, uma
série de reacgdes ocorre, gerando compostos como H,O- e o radical hidroxila OH®,
0 mais reativo e danoso dos radicais formados (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

Para proteger o organismo do ataque destas ERO existe uma série de
sistemas de defesa antioxidante, como enzimas especificas que inativam algumas
das ERO, como a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superéxido
dismutase (SOD), enzimas que controlam a disponibilidade de metais na célula,
além de captadores n&o protéicos de radicais. Em paralelo, os organismos
desenvolveram sistemas de regeneragcdo e reparagdo de macromoléculas
danificadas, especialmente o DNA, a fim de -corrigir possiveis falhas ou
sobrecargas nos mecanismos de defesa (THOMAS et al., 1998; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Quando ocorre um aumento das ERO e/ou uma diminuicdo da capacidade
antioxidante, as ERO sao capazes de lesar componentes celulares direta ou

indiretamente, modificando sua estrutura e/ou fungdo e gerando o estresse
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oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Estudos tém demonstrado que
espécies reativas de oxigénio participam da patofisiologia de varias doencgas
como Alzheimer, Parkinson, diabetes, esclerose multipla, cirrose hepatica e
alguns tipos de cancer (MEHMET ASLAN et al, 2006; HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2007).

1.4.1 Oxidacédo em eritrocitos

Na maioria das células, as mitocondrias sdo a principal fonte de ERO
(JOHNSON et al, 2005). Nos eritrécitos, apesar de nao apresentarem esta
organela, ERO sao continuamente produzidos devido a alta tensdo de O, no
sangue arterial e o seu abundante teor de ferro heme (CIMEN, 2008).

A fonte de ERO em eritrécitos é a proteina transportadora de oxigénio, a
hemoglobina (Hb), que sofre autoxidagdo para produzir O,”. Ja que a
concentragdo intra-eritrocitaria de Hb oxigenada é de 5 mM, mesmo uma
pequena taxa de autoxidacado pode produzir niveis substanciais de ERO. Reducéao
ocasional de O, para O," é acompanhada por oxidagdo da Hb para metHgb, uma
proteina de cor marron-ferrugem que nao liga ou transporta O, (JOHNSON et al,
2005). Assim, é de especial interesse determinar a extensao desta via oxidativa e
o equilibrio das ERO nos eritrécitos (CIMEN, 2008).

Como consequéncia do seu papel fisioldgico, as hemacias estao
continuamente expostas ao estresse oxidativo. Organismos aerdobicos complexos

asseguram um fluxo continuo e adequado de oxigénio para os seus tecidos e,
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simultaneamente, protegem-se da toxicidade inerente do oxigénio. Isso ocorre por
dois mecanismos: proteinas transportadoras de oxigénio, ou seja, hemoglobina,
e de sistemas de defesa antioxidante (CIMEN, 2008).

Acidos graxos poliinsaturados dentro da membrana, um ambiente rico em
oxigénio, e Hb rica em ferro tornam os eritrécitos susceptiveis a peroxidagao
lipidica (CLASTER et al, 1984). ERO iniciam reagdes de lipoperoxidagao lipidica
que levam a perda da integridade da membrana e morte celular. Malondialdeido
(MDA), uma molécula bifuncional altamente reativa, € um produto final da
peroxidacgao lipidica (CIMEN, 2008).

Proteinases ligadas a membrana sdo mecanismos de defesa antioxidantes
secundarios que protegem os eritrécitos, por preferencialmente degradarem
proteinas danificadas oxidativamente (DUMASWALA et al, 1999).

Embora muitos componentes de membrana sejam possiveis alvos para
oxidantes, calcio ATPase pode ser de importancia crucial para a sobrevivéncia
dos eritrocitos. Ca-ATPase contém um ou mais grupos sulfidrilas que séo
susceptiveis a oxidagcado, com consequente perda da atividade enzimatica. Porque
esta enzima é fundamental para a manutencdo de varias vias de sinalizacéo
extracelular e intracelulares de calcio, a perda da sua atividade esta associada a

diminuicao da deformabilidade eritrocitaria e apoptose (SHALEV et al, 1981).
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1.4.2 Defesas antioxidantes nos eritrocitos

Os eritrécitos humanos, devido ao seu papel como transportadores de O,
e CO,, estdo constantemente expostos ao estresse oxidativo e as espécies
reativas de oxigénio. Porém, possuem um eficiente sistema antioxidante que
consiste de defesas enzimaticas e nao-enzimaticas (CIMEN, 2008).

O sistema enzimatico € o primeiro a agir, evitando o acumulo do anion
superéxido e do perdxido de hidrogénio. O sistema enzimatico é formado por
diversas enzimas, destacando-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx).

O radical superéxido (O,") sofre agdo enzimatica da superdxido dismutase
(SOD) dismutando-a em peréxido de hidrogénio (H20), que possui reatividade
limitada (NAOUM, 1996). Outro antioxidante enzimatico é a catalase, a qual
possui a capacidade de transformar o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio.
O peroxido de hidrogénio também pode ser detoxificado pela glutationa
peroxidase, cuja acado ocorre através da redugao do perdxido de hidrogénio e de
hidroperdxidos organicos através da utilizacdo da glutationa (GSH), o qual é um
tripeptideo de acido a-glutamico, cisteina e glicina que atua como co-substrato da
glutationa peroxidase. A manutengdo dos niveis elevados da glutationa
peroxidase (GPx) é essencial para proteger e manter no estado reduzido os
grupos constituidos por compostos organosulfurados (grupo thiol) das enzimas
celulares, bem como das proteinas intermembrana e do citoesqueleto. Além
disso, a atividade de GPx é dependente da glutationa reduzida. A enzima

glutationa redutase (GR) dependente de NADPH reconverte continuamente a
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glutationa oxidada (GSSG) para o estado reduzido. Cabe destacar que a
glutationa reduzida além de ser um substrato para a GPx, também €& o principal

composto antioxidante intracelular (DAILLY et al., 1998).

Os antioxidantes nao enzimaticos podem ser divididos em antioxidantes
hidrofilicos (glutationa, vitamina C) e lipofilicos (vitamina A, vitamina E). A
vitamina C (acido ascérbico) destaca-se entre os mais eficientes mecanismos
biolégicos com capacidade redutora, atuando como “scavengers” e também
regeneradora da vitamina E (tocoferol). Como é hidrossoluvel possui agao maior
no plasma sanguineo, enquanto que a vitamina E tem acdo maior em membranas
celulares, por ser lipossoluvel. O tocoferol (vitamina E) € um dos mais importantes
antioxidantes localizados na membrana eritrocitaria, com a fungao de interromper
0 processo oxidativo e evitar a propagacao da geragao de radicais livres (DAILLY
et al., 1998).

As defesas antioxidantes dos eritrocitos estao, portanto, relacionadas com
o potencial oxidativo que atinge a célula e, normalmente, suas agbes consistem
em neutralizar a geragao de radicais livres e restaurar as lesées de causa quimica
(NAOUM, 1996; HALLWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A figura 2 mostra a acdo das defesas antioxidantes no processo oxidativo

dos eritrocitos.



30

Peroxidacéo
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Vitamina E ..
Vitamina C

Meta-Hb
redutase

Figura 2. Processo oxidativo nos eritrécitos e suas principais defesas antioxidantes.

1.4.3 Estresse oxidativo na Anemia Ferropénica

A deficiéncia de ferro na anemia impede a sintese de hemoglobina e a
formagado de eritrécito com adequado conteudo de hemoglobina. Além disso,
afeta a producdo de outras proteinas que contém Fe*?, tais como citocromo,
mioglobina, catalase e peroxidase (MEHMET ASLAN et al, 2006).

Estudos tém reportado que os eritrécitos deficientes em ferro tém
aumentada rigidez da membrana, aumentada susceptibilidade a hemdlise por
inibidores de grupamentos sulfidrila da membrana e também maior
susceptibilidade a hemolise por peroxido de hidrogénio (RODVIEN et al, 1974;

CARD & WEINTRAUB, 1971).
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Também ja foi mostrado que pacientes com anemia ferropénica
apresentam disturbio no sistema antioxidante, redu¢ao na imunidade celular e na
atividade da mieloperoxidase (ISLER et al, 2002; GADJEVA et al, 2005). Tudo
isso pode contribuir para a inadequada sobrevida do eritrécito (GADJEVA et al,
2005).

Estas observagbes sugerem que o estresse oxidativo pode contribuir para
a patogénese da anemia ferropénica, no entanto o mecanismo pelo qual o dano
oxidativo acontece permanece desconhecido e a literatura oferece dados
limitados e contraditorios sobre estresse oxidativo e defesas antioxidantes em

pacientes com anemia ferropénica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse oxidativo nos pacientes

idosos com anemia por deficiéncia de ferro.

2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar individuos hipertensos e com anemia por deficiéncia de ferro;

» Medir a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) nos eritrocitos;

» Quantificar a glutationa total (GSH);

» Quantificar o dano oxidativo em proteinas citosdlicas no plasma e nos
eritrocitos dos individuos;

= Determinar o dano oxidativo em lipidios;

= Determinar os niveis de vitamina C no soro;

= Determinar a capacidade antioxidante total,

= Determinar os niveis de ferro total no plasma;

= Determinar os niveis séricos da ferritina.
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Abstract

We propose that oxidative damage may play a role in the pathogenesis of
iron deficiency anaemia (IDA). Participants were selected from Basic Attention
Ambulatory from North of Rio Grande do Sul, Brazil. All subjects were older than
65 years — 17 patients with IDA and primary hypertension and 18 patients with
primary hypertension (control group) were included in the present study. We
measured antioxidant defenses including superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GPx), and total glutathione (GSH) by
spectrophotometric assays. We also determined protein oxidative damage in
haemolysate and plasma by carbonyl assay. We characterized the lipid
peroxidation by malondialdehyde (MDA) accumulation.

The results show that IDA patients had significantly higher CAT and SOD levels
than controls. GPx activity was not different between the groups. Oxidative protein
damage was noted in the plasma but not in the haemolysate. A significantly
enhanced production of MDA was observed in the serum of IDA patients, as an
indication of increased level of auto-oxidizable lipids under oxidative stress. These
results support the idea that patients with IDA are subjected to chronic oxidative
stress. Therefore it is important that IDA in older persons receives adequate

attention in clinical practice and is not considered simply a part of normal aging.

Keywords: antioxidant systems, oxidative damage, iron deficiency anaemia.
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Introduction

At the molecular level, reactive oxygen species (ROS) such as O;", H,0»,
OH™ are constantly generated in all aerobic organisms in response to both
external and internal stimulus. Low concentration of radicals may be beneficial or
even indispensable in processes such as intracellular messaging and defense
against microorganisms, contributing to phagocytic bactericidal activity. In
contrast, high doses and/or inadequate removal of active oxygen results in
oxidative stress, this may cause severe metabolic malfunctions [1]. Oxidative
stress is a disturbance in the prooxidant-antioxidant balance in favor of the former
and can lead to damage at the macromolecular level including DNA strand
breakage, damage to membrane ion transport systems, enzymes and other
proteins and lipid peroxidation. The oxidative stress and injuries are considered to
be a component of virtually every disease process [2].

Anaemia has been defined as a pathological reduction of the current
haemoglobin (Hb) concentration, triggered by various physiopathological
mechanisms [3]. It is the most common haematological abnormality in the older
population, showing large prevalence variation, between 2.9% to 61% in men, and
3.3% to 41.0% in women. Thus, it merits investigation and treatment [4,5].

Iron deficiency is the outcome of a long period of negative iron balance,
culminating in exhaustion of the body’s iron stores. However, it is only when the
haemoglobin concentration falls below the lower limit of the normal range (that is <
12 g/dL and < 13 g/dL in elderly females and males, respectively), that the patient
can be fully designated as having progressed to the status of iron deficiency
anaemia [6,7]. The lack of iron prevents haemoglobin synthesis and the formation
of erythrocytes with adequate haemoglobin content. Thus, it is generally accepted
that iron deficiency-induced anaemia results at least in part from reduced
erythropoiesis. The decrease of oxygen transport capacity in blood decreases the
supply of oxygen to the tissues and thus leads to severe disablement. Some
evidence, however, indicates that anaemia of iron deficiency is not only the result
of decreased erythropoiesis but also due to decreased life span of iron-deficient

erythrocytes [8].
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Iron deficiency anaemia is linked to an increase in morbidity and mortality,
and serves as an independent variable associated with poor outcomes. In the
elderly population, anaemia is a risk factor for cardiovascular health and early
death, contributes to fatigue, and negatively impacts on cognitive function,
physical function, and the quality of life and serves as a marker of increased
vulnerability. Iron deficiency does not only affect the production of haemoglobin,
but also the production of other proteins containing Fe®*, such as cytochromes,
myoglobin, catalase, and peroxidase. The extracellularly generated O, and H,0,
have been shown to traverse erythrocyte membranes. Impairment of antioxidant
defense system and reduced cellular immunity and myeloperoxidase activity were
previously reported in patients with iron deficiency anaemia [9]. All of these may
contribute to inadequate erythrocyte survival.

Erythrocytes are excellently equipped to handle intracellular oxidative stress
through the combined activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione (GSH). However, the protective
efficiency of erythrocytes against lipid peroxidation and carbonylation would
depend on the balance between oxidant species and the availability of antioxidant
defenses [1]. The literature offers contradictory and limited data on oxidative
stress and antioxidant defenses in patients with iron deficiency anaemia [10]. The
main objective of this study was evaluated blood antioxidant parameters in older

patients with iron deficiency anaemia (IDA).
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Materials and Methods

Materials
All reagents were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA),

unless otherwise stated.

Subjects

Approval for utilizing human specimens was obtained from the Ethics
Commission of the Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missées — URI Campus de Erechim. Informed consent was obtained from all
patients and the controls. All the subjects older than 65 years — 17 older
patients with IDA and primary hypertension (IDA patients) and 18 older patients
who had only primary hypertension (Controls) were included in the present
study. Even knowing that hypertension causes oxidative stress, we selected for
both groups patients with hypertension because it was difficult to find individuals
with age over 65 without any pathology. Older controls and older subjects with
iron deficiency anaemia were selected from Basic Attention Ambulatory from
North of Rio Grande do Sul.

Anaemia was defined by the WHO criteria as a haemoglobin
concentration of less 13 g/dL in men and less than 12 g/dL in women. Exclusion
criteria included existence of diabetes mellitus, cancer, coronary artery disease,
rheumatoid arthritis, malignancy, alcohol use, renal dysfunction, Parkinson

disease, Alzheimer’s disease and smoking habit.

Red Blood Cell Separation

Blood was collected by vein puncture using an EDTA and acid-citrate-
dextrose vacutainer. Plasma, platelets and the buffy coat were removed by
consecutive centrifugations and washing in cold NaCl (0.9% w/v). The resulting
red blood cells (RBC) were suspended in PBS (50 mM NaCl, 0.1M
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NayHPO4/NaH;PO4, pH 7.4). Haemolysates were obtained by lyzing RBCs with

ethanol 2% (ratio 1:10) followed by centrifugation to obtain crude extracts.

Haemolysates were used for enzymatic activities and protein carbonyl
groups determination. Plasma was used for protein carbonyl groups
determination and serum was used for total iron, ferritin and MDA

determination.

Blood cell counts were measured with an automated analyzer (ABX
Micros 60%, ABX Diagnostics Ltda). Serum iron and ferritin levels were

measured with an immunoturbidimetric assay (RA-XT®, Bayer S.A).

Enzyme Activities

For measurement of the catalase activity hydrogen peroxide was used as a
substrate and the decrease in H,O, concentration was followed
spectrophotometrically at 240 nm. One unit of CAT activity was defined as the
amount of enzyme that degrades 1uM H,O, per min. Results were presented as
units per mg haemoglobin (U/g Hb) [11].

Glutathione peroxidase activity was quantified in 200 ul of each sample,
with continuous photometric monitoring of oxidized glutathione (GSSG) at 37°C.
The conversion of NADPH to NADP* was evaluated by UV absorbance at 340 nm.
One unit of GPx activity was defineas the amount of enzyme that convert 1uM
NADPH per min [12].

SOD activity was determined using the RANSOD kit (Randox, United
Kingdom). The method is based on the formation of red formazan from the
reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride and
superoxide radical (produced in incubation medium from the xanthine—xanthine
oxidase reaction system), which is assayed spectrophotometrically at 505 nm. The
inhibition of the produced chromogen is proportional to the activity of the SOD
present in the sample. A 50% inhibition is defined as one unit of SOD and the

specific activity is represented as U/g Hb.
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Carbonyl Assay

Carbonyl content was measured by the method described by Levine et al
[13]. Triplicate aliquots of plasma protein (0.2 mL) or haemolysates (0.2 mL)
were added with 0.2 mL of 10% trichloroacetic acid. The samples were
centrifuged (8,000g, 10 min) and 1 mL of either 2M HCIl or 10 mM 2.4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) in 2M HCI were added to the precipitates and
incubated at 37°C for 90 min. After the samples were centrifuged (8,000g, 10
min) and the dinitrophenylhydrazine, excess was removed with ethanol-ethyl
acetate 1:1 (v/v). The samples were centrifuged (8,000g, 10 min) and the
protein was then dissolved by addition of 6M of guanidine hydrochloride.
Quantification was performed using a spectrophotometer at an absorbance of
370 nm. The carbonyl content was calculated using a millimolar absorption
coeffient of the hydrazone (21,000 M ~'cm 7).

MDA Determination

MDA was measured by HPLC by the method described by Karatepe
(2004) [14]. 25 mL of 0.1M perchloric acid and 55 mL of distilled water were
added to a 20 mL aliquot portion of human serum. Addition of acid was
necessary to precipitate proteins and release the malondialdehyde bound to the
amino groups of proteins and other amino compounds. The samples then were
centrifuged at 4500 rpm for 5 min and used for HPLC analysis. The mobile
phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM monobasic potassium phosphate (pH 3.6)-
methanol, the flow rate was 1.2 mL/min an the chromatograms were monitored
at 250 nm .

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using SPSS software (version 16.0
for Windows). Results are expressed as means +SD, and they were analyzed by
Student’s t-test. The MDA results were transformed using log. Values of P<0.05

were considered statistically significant.
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Clinical characteristics of controls and IDA patients are shown in Table 1.

Table 1. Clinical characteristics of controls and IDA patients.
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Characteristic Controls IDA patients
(n=18) (n=17)
Age (years) 76 £ 6 7517
Erythrocytes (million/mm?) 4.49+0.30 3.80+£0,41*
Haemoglobin (g/dL) 13.44+1.00 10.41+0.9*
Hematocrit (%) 40.6312.66 33.14+2.90*
Total iron (mg/L) 89.17+10.58 45.82+11.10*
Ferritin (ng/mL) 223.17+101.17 37.88+£17.13*

*values below the normal physiologic levels.

Values are expressed as mean + SD.
Erythrocytes from IDA subjects presented significant increase in CAT and
SOD activities (Table 2). On the other hand, GPx activity in erythrocytes was

similar in both study groups (Table 2).

Table 2. Antioxidant enzymes in red blood cells (RBC) of controls and IDA

patients.

Groups Controls IDA patients
(n=18) (n=17)

Catalase (U/gHb) 15,923.27+4,059.82 23,253.00+8,539.76*

Superoxide Dismutase 709.27+149.24 1,148.87+433.08*

(U/gHb)

Glutathione Peroxidase 111.12+42.96 135.37+£53.43

(U/gHDb)

Values are expressed as mean + SD; * P<0.05.



The carbonyl content of haemolysates and plasma proteins from RBCs is

shown in Table 3. The level of protein oxidation is significantly higher in IDA

patients than controls in plasma but not in haemolysates.

Table 3. Protein and lipid damage in controls and IDA patients.
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Groups Controls IDA patients
(n=18) (n=17)
Carbonyl in haemolysate (nmol / g Hb) 0.87+0.40 1.14+0.68
Carbonyl in plasma (nmol /g Hb) 1.58+0.36 2.27+0.74*
Malondialdehyde (log uM ) 2.34+0.14 2.58+0.11*

Values are expressed as mean + SD; * P<0.05.

The lipid peroxidation index, determined on the basis of MDA levels, was

higher in IDA patients than in controls (Table 3).
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Discussion

The generation of reactive oxygen species (ROS) is a steady-state cellular
event in respiring cells [15]. Their production can be grossly amplified in response
to a variety of pathophysiological conditions such as inflammation, immunologic
disorders, hypoxia, hyperoxia, metabolism of drugs or alcohol, exposure to UV or
therapeutic radiation, and deficiency in antioxidants enzymes. Uncontrolled
production of ROS often leads to damage of cellular macromolecules (DNA,
protein, and lipids). A number of major cellular defense mechanisms exist to
neutralize and combat the damaging effects of these reactive substances. The
enzymatic system functions by direct or sequential removal of ROS (catalase,
glutathione peroxidase and superoxide dismutase), thereby terminating their
activities [16]. Oxidative stress, which is defined as an imbalance between the
total antioxidant defenses and the reactive species formed in the tissues is an
important event that has been related to the pathogenesis of many diseases.
Oxidant stress has been shown to play an important role in the pathogenesis of
iron deficiency anaemia (IDA) [17, 18]. It was shown that the iron deficiency
anaemia red cells have increased membrane rigidity, decreased deformability, and
increased susceptibility to haemolysis by inhibitors of membrane sulfhydryl groups.
Moreover oxidative insult may result in immune recognition and eventual removal
of red blood cells from the circulation [19].

As expected, the elderly with iron deficiency anaemia showed erythrocytes,
haemoglobin, haematocrit, iron and ferritin values below the normal physiologic
levels, besides this anaemia showed mild-to-moderate form, with normocytic and
normochromic erythrocytes. However this pathology deserves more attention,
because the harmful effects are not only observed in older people with severe
haemoglobin reduction, but also observed in patients with mild anaemia or
haemoglobin levels below normal [20].

In this study we found an elevated SOD activity in IDA patients when
compared to controls. This elevated red cell SOD could be a compensatory

response to increased oxidative stress. A possible basis for increased oxidative
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stress to the red cell could be an abnormal accumulation of superoxide anion.
SOD enzymatically converts O," to H,O, and thereby impairs its spontaneous
conversion to singlet oxygen. However, singlet oxygen and the hydroxyl radical
are thought to be more damaging than H,O, and would accumulate to a lesser
degree with an elevation in SOD activity [1].

The potential benefit of higher SOD activity in red cell from iron deficient
individuals might not be obvious at first glance since H,O3, the product of the
reaction, can result in oxidative damage. A second beneficial consequence is that
a lower O, radical level may decrease the conversion of ferric to ferrous iron.
Ferrous iron and H,O, result in the generation of the hydroxyl radical, a key
intermediate in many of the pathways that propagate additional free radicals.
Therefore a higher SOD activity in the iron-deficient red cell is likely to constrain
oxidative damage [10].

Even though CAT is not essential for some cell types under normal
conditions, it plays an important role in the acquisition of tolerance to oxidative
stress in the adaptive response of cells. This suggests the pivotal role of catalase
for cell adaptation to oxidative stress [1]. Catalase regulates intracellular ROS
levels by converting H,0O, to H,O and O, [21]. However, the mechanisms
responsible for the regulation of catalase are largely unknown, particularly the
effects of post-translational modifications [22]. In the present study, CAT activity
was significantly higher in patients with IDA compared to the control group.

Cellerino et al [23] observed decreased GPx activity in patients with IDA,
and suggested that iron could be of crucial importance for erythrocytes GPx
activity. However, Isler and co - workers [24] showed that GPx activity in anaemia
was similar to that of normal cells. Authors speculated that iron is not the only
cause of changes in GPx and SOD activities in patients with IDA. Others minerals,
such as Cu, Zn, Mn, and Se, which mediate the activities of these enzymes, may
also play important roles in the alteration of enzyme activities. It has been reported
that the activities of pentose phosphate pathway enzymes, the major source of the
NADPH production were increased in patients with IDA. Since GPx activity
depends on NADPH levels produced by pentose phosphate pathway, this may

explain why the GPx activity was within the normal level in patients with IDA. We
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also found similar GPx activities in the anaemic and control groups. GPx activity in
our study was in accordance explained above.

Protein carbonyl groups are formed by oxidation of the side chains of lysine,
proline, arginine, and threonine residues. In addition to the direct oxidation of
protein side chains, carbonyl groups can be introduced into proteins by Michael
addition reactions of 4HNE, a product of lipid peroxidation [13]. The level of protein
carbonyl groups, a measurement of the oxidative damage, was higher in plasma
proteins but not in haemolysates of IDA subjects. To our knowledge this is the first
work measuring carbonyl in IDA.

Alterations of protein structure by oxidants, with include modifications of
amino acid side chain, covalent cross-linking, and non-enzymatic cleavage, may
result in a partial or complete loss of protein functionality [25].

Among plasma proteins, blood fibrinogen undergoes free radical oxidation
and is the most oxidizable plasma protein [26]. Fibrinogen is a plasma globular
glycoprotein involved in cascade reactions of blood coagulation. Fibrinogen
stimulates migration and proliferation of smooth muscle cells, promotes platelet
aggregation, increased blood viscosity, and exhibits mitogenic and angiogenic
activity [27]. Tekin et al [18], in a study with childhood IDA have shown that the
maximum aggregation intensity of platelets induced by both adenosine
diphosphate (ADP) and collagen and the maximum aggregation rate of platelets
induced by ADP are increased in IDA.

RBC are particularly susceptible to peroxidative damage because they
contain haemoglobin, one of the most powerful catalysts for initiation of
peroxidative reaction [28]. RBC were incubated with H,O, concentrations (0.5-10
mM) in buffer. Separate analysis of extracellular and intracellular MDA showed
that 80-90% of this compound was localized outside RBC , also in H,0;
concentrations where hemolysis was not verified [29]. Such data indicate that the
MDA produced by lipid peroxidation of plasmatic membrane can be externalized.
Oxidative damage has been shown to change a number of RBC membrane
properties. For example, Hebbel and Miller [30] treated RBCs with
malondialdehyde (MDA), a by-product of lipid peroxidation, and demonstrated that

such cells were recognized and ingested by macrophages. In addition, oxidative
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damage to haemoglobin can induce band 3 clustering, which in turn leads to
increased autologous immunoglobulin G (IgG) binding to the RBC [30]. Moreover,
has found that lipid peroxidation can cause externalization of phosphatidylserine
(PS) in red cell membranes, and this PS exposure on the outer surface of RBC
membrane is associated with enhanced phagocytosis of RBC by monocytes.
Abnormal exposure of PS on the cell surface cannot only mediate the binding to
macrophages but may allow adhesion of erythrocytes to endothelial cells. This
adhesion may prevent the microcirculation and it is tempting to speculate that it
participates in the generation of ischemic complications of iron deficiency. It can
also to contribute to the accelerated clearance of erythrocytes from circulating
blood, decreasing life span of iron-deficient erythrocytes [8].

Our results suggest that there is an increased oxidative stress represented
by the increasing in MDA and carbonyl groups, even in the presence of increased
production of antioxidant enzymes. Increased oxidative stress may be due to
increased concentration of free protoporfyrin present in IDA that has higher ability
to auto-oxidize than normal haemoglobin [32].

Elderly subjects presented with light anaemia, but they showed oxidative
damage anyway; therefore it is important that IDA in older persons receives

adequate attention in clinical practice and is not considered simply a normal part of

aging.
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3.2 Material e Métodos Suplementares

3.2.1 Sujeitos

Foram coletadas 35 amostras de sangue total de individuos de ambos os
sexos, com idade superior a 65 anos, provenientes de Unidades de Atencao
Basica da Saude da regido norte do estado do Rio Grande do Sul. Esses
pacientes eram acompanhados pela equipe de Saude da Familia e faziam parte
do projeto de pesquisa da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes, intitulado “Atencao Farmacéutica”. A anemia ferropénica foi definida de
acordo com critérios da Organizagcdo Mundial da Saude que define niveis de
hemoglobina menor que 13 g/dL para homens e menor que 12 g/dL para
mulheres. Pacientes fumantes, alcoolistas, com diabetes mellitus, artrite
reumatoide, tumores, catarata, disfungdo renal, doenga de Parkinson, Mal de
Alzheimer foram excluidos da amostragem. Destas amostras, 17 individuos
apresentaram anemia ferropénica, de acordo com os critérios estabelecidos e 18
apresentaram niveis normais de hemoglobina. A hipertensao foi associada devido
a dificuldade de encontrar individuos idosos sadios, no entanto esta patologia foi
homogénea em ambos os grupos. Para definir os individuos hipertensos, usou-se
como critério o diagndstico médico, confirmado pelo paciente através da
carteirinha de hipertenso. As amostras foram coletadas por venipungao, por
pessoal capacitado. Foram realizadas dosagens de ferro e ferritina para definicao

dos pacientes no grupo controle e grupo com anemia ferropénica. Os
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participantes da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO 1).

Os hemogramas e analises de ferro e ferritina foram realizados na
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missbes — campus
Erechim (URI-Eechim) e as demais dosagens no laboratério de Estresse
Oxidativo do departamento de Biofisica da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da URI-Erechim.

3.2.2 Amostras Clinicas

O sangue periférico (10 mL) foi coletado por pungdo venosa realizada por
profissionais capacitados, utilizando EDTA 5% e citrato 2% como anticoagulantes
e tubo sem anticoagulante com gel separador. O plasma foi removido apds
consecutivas centrifugagdes (10 min,1500 g) e lavado com NaCl (0,9% p/v). Os
eritrocitos foram ressuspendidos em PBS (50 mM NaCl, 0,1 M
Na;HPO4/NaH,PO4, pH 7,4). Para a obtengado dos extratos, as hemacias foram

lisadas utilizando etanol 2% (1:10).

3.2.3 Capacidade antioxidante total

Para determinar a capacidade antioxidante total no plasma foi utilizado o
Kit RANDOX® (RANDOX BRASIL Ltda). O ABTS® (2.2-Azino diethyl-
benzothiazoline sulfonic acid) € incubado com a peroxidase e H,O, para gerar o

cation ABTS®**, que é um composto relativamente estavel e apresenta coloracao
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azul-esverdeada, o qual € medido a 600nm. As substancias antioxidantes
presentes na amostra inibem esta reag¢ao produzindo uma reducao na intensidade

da cor proporcional a concentragcao de antioxidantes totais.

3.2.4 Ensaio da Glutationa Total (GSH) — defesa ndo enziméatica

A quantificagdo da glutationa total (GSH) nas hemacias foi feita a 412 nm,
observando o aparecimento de uma coloragdo amarela, produto da oxidagao do
acido 5,5 -bisditio-2-nitrobenzdéico (DTNB). O padrdo contendo 1 mM GSSG e o

branco foram medidos separadamente (AKERBOOM & SIES, 1981).

3.2.5 Quantificacdo da Vitamina C

A vitamina C foi quantificada por HPLC segundo o método descrito por
Karatepe (2004). Apds o soro ter sido desproteinizado com acido perclérico 0,1M,
as amostras foram centrifugadas por 5 min a 4500 g. O método analisa amostras
aquosas contendo vitamina C, usando a coluna LC-18-DB e deteccéo
espectrofotométrica (Chemical Laboratory LC — 10AD Shimadzu) a 250 nm. Os
cromatogramas obtidos foram analisados pelo software EZChrom (Analysis
System version 1.63). A fase mdvel era composta por 82,5:17,5 (v/v) de fosfato de
potassio monobasico 30 mM (pH 3,6) e metanol. O fluxo foi mantido a 1,2 mL/min
e os cromatogramas foram monitorados a 250 nm. Foi tragcada uma curva de

calibracao utilizando 2.5; 12,5 e 25 mM do padrao da vitamina C.
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3.2.6 Descarte de reagentes

O descarte do material biolégico foi realizado segundo resolugdo da
diretoria colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria.
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3.3 Resultados Suplementares

3.3.1 Caracteristicas dos grupos avaliados

A Tabela 5 mostra os resultados do eritrograma encontrado no grupo

controle e no grupo com anemia ferropénica.

Tabela 5. Caracteristicas clinicas dos individuos controle e pacientes com anemia

ferropénica

Caracteristicas Controles Anemia

Ferropénica

Numero de sujeitos 18 17
Idade (anos) 76 £ 6 757
eritrécitos (milhdes/mm?®) 4.49 +0.30 3.80 £ 0,41
Hemoglobina (g/dL) 1344 +£1.00 10.41+0.9*
Hematocrito (%) 40.63 +2.66 33.14 £ 2.90*
VCM 91,46 £4,65 82,42 +6,23
CHCM 33,28 £ 0,6 32,19+ 1,43
RDW 13,29+1,13 15,62+1,43
Ferro total (mg/L) 89.17£10.58 45.82+11.10*
Ferritina (ng/mL) 223.17+101.17 37.88+17.13*

* valores abaixo dos niveis fisiologicos normais

Os valores sao expressos como media + DP. VCM: volume corpuscular médio;
CHCM:concentragao de hemoglobina corpuscular média; RDW: coeficiente de variacao
ao redor da média do volume dos eritrécitos
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3.3.2 Capacidade Antioxidante Total

Os resultados da avaliagdo da capacidade antioxidante total n&o

mostraram diferenga entre os grupos avaliados (figura 3).
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Figura 3. Capacidade antioxidante total em plasma de individuos controles e pacientes

com anemia ferropénica. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao.



3.3.3 Ensaio da Glutationa Total
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A concentracao de glutationa total ndo mostrou diferenga significativa entre os

grupos (figura 4).
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Figura 4. Glutationa Total (GSH) em eritrocitos de individuos controle e pacientes com

anemia ferropénica. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao.
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Na quantificacdo dos niveis séricos de vitamina C, os resultados nao

mostraram diferenca estatistica entre os grupos avaliados (figura 5).
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Figura 5. Niveis de Vitamina C em soro de individuos controles e pacientes com anemia

ferropénica. Os valores sdo expressos como media + desvio padrao.
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4. DISCUSSAO

Muitos estudos tém sido conduzidos avaliando o estresse oxidativo na
presenca de sobrecarga de ferro, mas pouco se tem estudado na deficiéncia de
ferro. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo em pacientes
idosos com anemia ferropénica.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é parte integrante do
metabolismo humano e € observada em diversas condi¢gbes patoldgicas. A
presenca de anemia € uma condicdo muito comum em pessoas idosas e nao
deve ser considerada como uma consequéncia inevitavel do processo de
envelhecimento, devendo receber adequada atencéo na pratica clinica.

Neste estudo foram encontrados valores de eritrocitos, hemoglobina,
hematdcrito, ferro e ferritina abaixo dos niveis normais, como esperado para o
grupo com anemia ferropénica. O RDW (Red cell distribution width), que é um
indice que avalia a variagédo de tamanho das hemacias mostrou-se aumentado
(anisocitose), no entanto a morfologia eritrocitaria ndo mostrou microcitose e
hipocromia (Tabela 5).

Na deficiéncia de ferro uma anemia normocrémica normocitica, com
anisocitose, precede o desenvolvimento de anisocromia, hipocromia e
microcitose. As alteragdes morfoldgicas ndo costumam ser evidentes até a queda
abaixo de 10-11 g/dL, quando aparece, entdo, o aspecto caracteristico (BAIN,
1997).

Os valores de hemoglobina mostraram uma anemia leve, o que é comum

de ser observado em idosos, principalmente em individuos ambulatoriais. No
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entanto, estudos revelam que mesmo sendo uma leve anemia, ela apresenta
efeitos adversos sobre essa populagao, interferindo na qualidade de vida, na
habilidade para exercer atividade fisica e na manutengdo do estado funcional,
particularmente relacionado a mobilidade (GURALNIK et al, 2004).

Os eritrécitos sdo células que possuem um sistema enzimatico muito
especifico capaz de reduzir e neutralizar os radicais livres (RL). A primeira linha
de enzimas antioxidantes € a SOD, que catalisa a dismutagdo do anion
superoéxido (O27) em H,O, e este, por sua vez, é convertido em H,O e O, pela
acao da CAT e da GPx sinergicamente com a GSH. A GPx pode também reduzir
peréxidos organicos em seus correspondentes alcodis (CHENG et al, 2001). No
presente estudo, foi observada elevada atividade da SOD no grupo com anemia
ferropénica comparado ao grupo controle (Tabela 2 do artigo). Esta elevada
atividade eritrocitaria da SOD pode ser uma resposta compensatoria, secundaria
ao aumento do estresse oxidativo. Uma possivel hipotese para o aumento do
estresse oxidativo nos eritrocitos pode ser um acumulo anormal de H.0,
(JANSON et al, 1985) e eritrocitos deficientes de ferro possuem aumentada
susceptibilidade a hemdlise na exposigao in vitro a peroxido de hidrogénio
(MELHORN, 1971). A CAT, enzima responsavel pela conversao de H,O, a H,O e
O,, também mostrou elevada atividade (Tabela 2 do artigo). Apesar da CAT nao
ser essencial para alguns tipos de células em condigdes normais, ela
desempenha um papel importante na aquisicdo de tolerancia ao estresse
oxidativo na resposta adaptativa da célula (GADJEVA et al, 2005)

A atividade da GPx, por sua vez, ndo mostrou diferenga entre os grupos

analisados (Tabela 2 do artigo). Resultados semelhantes também foram
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encontrados por Acharya e colaboradores (1991) que estudaram pacientes com
anemia por deficiéncia de ferro, com idade entre 28 e 42 anos e também por
VIVES CORRONS e colaboradores (1995) que avaliaram 20 pacientes com
anemia por deficiéncia de ferro, e em contraste com os resultados de muitos
autores que encontraram decréscimo na atividade da GPx (RODVIEN et al, 1974;
CELLERINO et al, 1976; KURTOGLU et al, 2003). Pode-se especular que o ferro
nao é a unica causa de mudancas na atividade da GPx, mas outros minerais
como cobre, zinco, manganés e selénio, que mediam a atividade desta enzima,
podem ter importante papel na alteragdo da atividade enzimatica. Segundo ISLER
e colaboradores (2002), tem sido descrito que a atividade das enzimas da via da
pentose fosfato, a maior fonte de produgcdao de NADPH, estava aumentada em
pacientes com anemia por deficiéncia de ferro. Uma vez que a atividade de GPx
depende de NADPH produzido pela via da pentose fosfato, isto pode explicar
porque a atividade da GPx foi similar entre os grupos. Neste trabalho n&o foram
avaliadas as enzimas da via da pentose fosfato, sendo um dado interessante para
ser avaliado posteriormente, para confirmar esta hipotese.

A proporgdo de GSH para glutationa oxidada (GSSG) é alta nas células
normais. A conversdao de GSSG para GSH é feita pela enzima glutationa
redutase, que catalisa esta reacao utilizando NADPH como aceptor de elétrons
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Assim, os niveis de GSH influenciam a
atividade da GPx e, ela mesma, atua como um importante composto antioxidante.
GSH é formada a partir de seus aminoacidos constituintes: glutamato, cisteina e

glicina (LARSSON et al.,, 1983). Assim como os resultados de GPx, a
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concentracdo de GSH também foi similar entre os grupos (figura 4). Isso indica
que a concentracdo de GSH foi suficiente para manter a atividade da GPx.

Os antioxidantes n&o enzimaticos estdao presentes em fluidos intra e
extracelulares e alguns deles vém da dieta. Além da GSH, outro antioxidante néo
enzimatico avaliado foi a vitamina C. A vitamina C (acido ascérbico) € o mais
potente antioxidante extracelular. Os resultados encontrados foram similares entre
os grupos avaliados (figura 5). Este resultado poderia ser melhor avaliado com um
questionario alimentar, devido a sua relagdo com a ingestdo de vitamina C
oriunda principalmente dos alimentos. Segundo dados de ARANHA e
colaboradores (2000), a populagédo idosa possui uma deficiéncia de vitamina C
considerando seus habitos alimentares muitas vezes inadequados.

Um grupo de pesquisadores tem mostrado que eritrocitos deficientes de
ferro tém aumentada rigidez de membrana, aumentada susceptibilidade a
hemolise por inibidores de grupos sulfidrila da membrana (CARD & WEINTRAUB,
1971) e maior susceptibilidade a hemdlise por peréxido de hidrogénio
(RAMACHANDRAN & IYER, 1984). Estas observagdes sugerem que um defeito
metabdlico deve estar presente nos eritrocitos deficientes de ferro permitindo que
o0 dano oxidativo na membrana possa ocorrer. Alteragdes na membrana podem
resultar em aumento da rigidez celular, aumento do sequestro no bago e outros
orgaos e destruigcao celular prematura (RODVIEN et al, 1974). Estas alteragdes
podem ocorrer devido a peroxidagao lipidica que € inicializada por ROS e pode
resultar em dano celular reversivel ou irreversivel (KNUTSON et al, 2000). Um
dos produtos secundarios da peroxidagao lipidica € o MDA, que pode ser dosado

, para verificar se existe dano em lipidios. Neste estudo observamos um aumento
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significativo nos niveis de MDA comparado ao grupo controle (Tabela 3 do artigo),
sugerindo que mesmo na deficiéncia de ferro ocorre dano oxidativo em lipidios.
Resultados similares também foram encontrados por BARTAL et al (1993).
Eritrécitos deficientes de ferro sofrem peroxidagdo dos &cidos graxos da
membrana e a formagdo de um subproduto, o MDA. Este pode reagir com
aminofosfolipidios e proteinas da membrana para produzir ligagdo cruzada de
constituintes da membrana, causando diminuicdo na deformabilidade eritrocitaria
na deficiéncia de ferro. Isto pode ser responsavel pela reduzida sobrevida destes
eritrocitos (JAIN et al, 1983).

Outra medida de dano oxidativo, € a presengca de grupamentos carbonil,
que resulta em dano oxidativo em proteinas, pois sdo formados pela oxidacado das
cadeias laterais dos aminoacidos lisina, prolina, arginina e treonina.

Este foi o primeiro trabalho que avaliou o dano em proteinas em pacientes
com anemia por deficiéncia de ferro. O nivel de grupamentos carbonil no plasma
foi maior no grupo com anemia ferropénica do que no grupo controle (Tabela 3 do
artigo), porém nao houve diferenga no nivel de grupamentos carbonil no
hemolisado celular (Tabela 3 do artigo).

Entre as proteinas plasmaticas, o fibrinogénio € o hexdmero mais
susceptivel a oxidagdo por radicais livres. Aproximadamente 21,5% dos
aminoacidos que constituem este polipeptidio sdo passiveis de sofrer oxidacéo e
serem detectados pelo método de carbonil (SHACTER et al, 1994). O fibrinogénio
estimula a migracdo e proliferacdo de células do musculo liso, promove
agregacao plaquetaria, aumenta a viscosidade sanguinea e exibe atividade

angiogénica e mitogénica (ASEICHEV & AZIZOVA, 2004).
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E conhecido que eritrécitos sdo muito susceptiveis ao dano oxidativo
devido ao alto grau de acidos graxos poliinsaturados na sua membrana e a alta
concentragdo de oxigénio e hemoglobina intracelular (GADJEVA et al, 2005).
Além disso, o ferro também €& conhecido como indutor de estresse oxidativo via
reacdo de Fenton. No entanto na anemia ferropénica, onde ocorre deficiéncia
deste metal encontrou-se dano oxidativo. Entdo, se sugere que devido a baixa
concentragdo de hemoglobina, ocorre um excesso de cadeias globinicas
(protoporfirina) que se autoxidam produzindo superoxido oito vezes mais que a
hemoglobina normal. Além do excesso de protoporfirina, elevados niveis de
cobre, que também é um oxidante conhecido, foram encontrados na deficiéncia
de ferro. Estes podem gerar espécies reativas de oxigénio para iniciar
peroxidacgao lipidica na membrana do eritrécito (JAIN et al 1983).

Muitos autores também relatam a reduzida atividade de glutationa
peroxidase, catalase e/ou vitamina E necessaria para detoxificar peroxido
intracelular (JAIN et al, 1983. No entanto neste trabalho ndo encontramos
deficiéncia na glutationa peroxidase, a atividade da catalase mostrou-se elevada e
vitamina E néo foi avaliada.

Com estes dados conclui-se que mesmo havendo anemia moderada houve
estresse oxidativo em pacientes com anemia ferropénica e isso reforca a
necessidade de diagnosticar e tratar esses pacientes para diminuir a magnitude

dos efeitos da anemia na saude do idoso.
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5. PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Incluir um numero maior de individuos por grupo estudado;
Medir os niveis de peroxido de hidrogénio em plasma;
Medir os niveis de vitamina E em soro;

Medir os niveis de cobre;

Medir niveis de protoporfirina

Dosar vitamina B+, e acido félico

Medir capacidade total de ligagao do ferro e transferrina;

Medir a atividade de enzimas da via da pentose fosfato.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO

Numero:
Prezado Paciente

A anemia ferropénica é uma disturbio que acomete individuos idosos
e criancas devido a caréncias nutricionais de ferro. E causada por uma
alteracdo na composicdo da hemoglobina — proteina transportadora de
oxigénio - fazendo com que as células vermelhas do sangue diminuam seu
tamanho e composicdo. E caracterizada por fadiga, retardo do crescimento,
retardo do desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento da imunidade

celular e diminuicao da capacidade intelectual.

Este projeto de pesquisa, para o qual estamos pedindo a sua
participagdo, tem como objetivo principal avaliar estresse oxidativo de

individuos idosos com anemia ferropénica.

Para o desenvolvimento deste trabalho, precisamos de um grupo de
pessoas maiores de 65 anos com hipertensdo e com anemia ferrropénica e
outro grupo de pessoas maiores de 65 anos com hipertensdo e sem anemia

ferropénica.

E necessario apenas que os participantes do estudo com anemia em
investigac&do coletem uma amostra de sangue (10 ml), que sera realizada por

profissional habilitado e com todas as técnicas adequadas.

Estas amostras de sangue serdo analisadas para verificar a presenca
de anemia e para avaliar o “estado oxidativo do paciente”.

Os riscos associados ao presente estudo s&o apenas os de uma coleta
de sangue venoso. Pode haver um pequeno hematoma, isto é, um pequeno
derramamento de sangue no local da coleta. Lembramos que todo material
utilizado é descartavel e estéril e o profissional que ira realizar a coleta esta
capacitado para esta fungdo. Além disso, a quantidade de sangue coletada

nao fara falta alguma ao paciente.



74

O resultado do exame lhe sera comunicado, caso sejam detectadas

alteragdes na molécula de hemoglobina e/ou deficiéncias enzimaticas.

Eu, , fui informado do objetivo

deste trabalho de forma clara e detalhada, bem como sobre o procedimento no
qual estarei envolvido, dos desconfortos previstos, tanto quanto dos beneficios
esperados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Além disso, sei que
novas informagdes obtidas durante o estudo me serdo fornecidas e terei a
liberdade de retirar meu consentimento de participagcao na pesquisa, se assim

o desejar, sem prejuizo para o0 meu tratamento.

O (a) profissional certificou-me de que

todas as informacdes por mim fornecidas serao utilizadas apenas para fins do

presente projeto de pesquisa e serao divulgadas de forma anbénima.

( ) Concordo com a coleta e a utilizacao do material obtido.

Paciente:

Pesquisador: Dra. Mara Benfato

Data:

Telefone para esclarecimentos: 0 XX 51-33167603
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Anexo 2: Curriculum Vitae

Baccin, A.C.
1. Dados Pessoais

Nome: Aline Coghetto Baccin
Data de Nascimento: 16/06/1979
Local: Erechim, RS, Brasil
Telefone: (54) 99760523

E-mail: acoghetto@yahoo.com.br

2. Formacé&o Académica/ Titulagao

% Mestrado em Biologia Celular e Molecular - PPGBCM Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Periodo: Set/2006- out/2008. Orientador: Prof.
Dra. Mara da Silveira Benfato.

% Graduagao em Farmacia — Analises Clinicas — Universidade de passo Fundo
(UPF). Periodo 1997-2002.

3. Experiéncia Profissional ou Didéatica anterior

% Hospital Sado Vicente de Paulo (HSVP) — Passo Fundo, farmacéutica do
Servico de Controle de Infecgcao Hospitalar. Fev/02 a Dez/04.

« Escola de Enfermagem do HSVP — professora de farmacologia para o curso
Técnico em Enfermagem. Mar/03 a Dez/03.

% Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missbes — Campus
Erechim. Professora do curso de Farmacia nas disciplinas de Farmacia Hospitalar
e Toxicologia Clinica e no curso de Nutricdo na disciplina de Histologia e
Embriologia. Mar/05 a Jul/07.

+» Farmacia Farma Vida — Campinas do Sul, farmacéutica e proprietaria. Desde
Dez/04.
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4. Apresentacao em Eventos e Publicacdo de Resumos

s MANFREDINI, V.; DAL VESCO, M. A.; BACCIN, A. C; LAZZARETTI, L. L;
GRIEBELER, 1.; NUNES, V. T.; BIASI, L.; SERAFIN, P. M.; BENFATO, M. S.
Avaliacédo do dano oxidativo em proteinas plasmaticas e do hemolisado celular
em pacientes homozigotos para a Anemia Falciforme. In: XX Congresso Brasileiro
de Genética Médica, 2008, Gramado. Livro de Resumos, 2008. p. 82-82
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