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Resumo

Um dos maiores problemas globais de saude é constituido pelas doencas cronicas ndo transmissiveis ao exemplo das
doengas cardiacas e coronarianas, diabetes, hipertensdo, dentre outras, gerando um elevado ndmero de mortes
prematuras e ainda alteracfes fisiolégicas relacionadas ao metabolismo oxidativo gerando aumentos excessivos na
produgdo de espécies reativas de oxigénio. Objetivou-se neste trabalho analisar o status redox de pacientes com
patologias cardiacas usuarios de acido acetilsalicilico (AAS) frente a grupos de individuos higidos e voluntarios nas
mesmas condi¢Bes patoldgicas, porém, ndo usuérios da medicacdo, através das andlises antioxidantes dos niveis de
GSH, TBARS e capacidade antioxidante total no soro dos voluntarios (TEAC). O estudo contou com voluntérios
entre 19 e 96 anos e usuarios de AAS a mais de um ano. As analises dos niveis de GSH evidenciaram uma diminui¢éo
significativa em voluntarios com desordens coronarianas. Na anlise dos niveis de TBARS e TEAC observou-se um
aumento da atividade da lipoperoxidacdo lipidica e diminuicdo da TEAC no grupo cardiopata ndo usuario da
medicacdo. As observagdes realizadas frente a fragilizacdo do sistema antioxidante ndo podem ser diretamente
relacionadas ao uso do farmaco em questdo, uma vez que fatores de ordens bioldgicas e ambientais devem ser levados
em consideracdo. Sendo assim, estudos em condic¢Bes controladas deverdo ser realizados para determinar a relacéo
direta entre uso do farmaco e atividade oxidante.
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Abstract

One of the major global health problems is chronic non-transmissible diseases such as heart and coronary diseases,
diabetes, hypertension, among others, leading to a high number of premature deaths and physiological changes related
to oxidative metabolism, causing excessive increases in the production of oxigen reactive species. The objective of
this study was to analyze the redox status of patients with acetylsalicylic acid (AAS) users with healthy and volunteer
subjects in the same pathological conditions, but not users of the medication, through the antioxidant analyzes of the
levels of GSH, TBARS and total serum antioxidant capacity (TEAC). The study included volunteers aged 19-96 and
AAS users for more than one year. Analyzes of GSH levels showed a significant decrease in volunteers with coronary
disorders. In the analysis of TBARS and TEAC levels, there was an increase in the lipid peroxidation activity and a
decrease in the TEAC in the non-users of the medication. The observations made regarding the embrittlement of the
antioxidant system can not be directly related to the use of the drug in question, since biological and environmental
factors must be taken into account, for such studies under controlled conditions should be carried out to determine the
direct relation between drug use and oxidant activity.

Keywords: Redox status; Acetylsalicylic acid; NSAIDs; Antioxidant.

Resumen
Uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial lo constituyen las enfermedades crénicas no
transmisibles como son las enfermedades cardiacas y coronarias, diabetes, hipertension, entre otras,
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generando un alto numero de muertes prematuras y alteraciones fisiologicas relacionadas con el
metabolismo oxidativo, generando aumentos desmesurados en la produccion. de especies reactivas al
oxigeno. El objetivo de este estudio fue analizar el estado redox de pacientes con patologias cardiacas que
utilizan &cido acetilsalicilico (AAS) frente a grupos de individuos sanos y voluntarios en las mismas
condiciones patoldgicas, pero no usuarios del medicamento, mediante el analisis de los niveles
antioxidantes. de GSH, TBARS y capacidad antioxidante total en suero de voluntarios (TEAC). El estudio
contd con voluntarios de entre 19 y 96 afios y usuarios de AAS durante mas de un afio. Los analisis de los
niveles de GSH mostraron una disminucion significativa en los voluntarios con trastornos coronarios. En el
analisis de los niveles de TBARS y TEAC, se observd un aumento de la actividad de peroxidacion lipidica
lipidica y una disminucién de TEAC en el grupo con cardiopatia que no usé el medicamento. Las
observaciones realizadas sobre el debilitamiento del sistema antioxidante no pueden relacionarse
directamente con el uso del farmaco en cuestion, ya que se deben tener en cuenta factores biolégicos y
ambientales. Por lo tanto, se deben realizar estudios bajo condiciones controladas para determinar la
relacion directa entre el uso de drogas y la actividad oxidante.

Palabras clave: Estado redox; Acido acetilsalicilico; AINE; Antioxidante.

1. Introducéo

Doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) constituem ainda neste século o maior problema global de satde,
gerando um elevado nimero de mortes prematuras, perda da qualidade de vida, limitacBes e incapacidades, além de serem
responséveis por impactos econdémicos, familiares e para a sociedade em geral (Malta et al. 2014).

Dentre os mecanismos relacionados a patogénese das DCNT, tém-se destaque as alteracdes relacionadas ao
metabolismo oxidativo, indicando que seu desequilibrio estd relacionado com o surgimento de algumas patologias, como
doengas coronarianas e cardiovasculares, por exemplo (Gottlieb et al. 2011). Inimeros fatores de risco estdo presentes no
desenvolvimento de doencas coronarianas e estdo relacionados de forma direta com a disfuncdo endotelial. A presenca de
fatores de risco, tais qual, o fumo, obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo, aumento dos niveis de colesterol e histérico de
doenga arterial cronica induzem a diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) e aumentam a producéo de radicais
livres (De Pinho et al. 2010).

Em condices fisioldgicas normais, a formacédo de radicais livres no organismo proporciona energia (ATP), porém,
em disfuncdes fisiol6gicas, 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) causa danos oxidativos em células
e tecidos, podendo levar a perda de fungBes devido ao estresse (Silva & Jasiulionis, 2014). Para contrabalancear uma
superproducdo de radicais livres oriundos de varios processos, dentre eles a fosforilagdo oxidativa, os tecidos encontram-se
munidos com uma rede enddgena de antioxidantes como a glutationa e a catalase (Hiragi, 2011; He et al. 2017). A glutationa
exerce atividade antioxidante protegendo contra lesGes endoteliais, detoxificagdo de agentes quimicos e eliminagdo dos
produtos da lipoperoxidacdo dos lipidios sendo que a intensidade desta pode ser evidenciada através da quantificagdo da
formacdo de malondeido e mensurada através da andlise de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, o TBARS
(Zimmerman & Kirsten, 2016; Schuch et al. 2014; Engers et al. 2013).

De um modo geral, a capacidade de antioxidante total (CAOT) dos organismos pode ser mensurada através da andlise
de todos os antioxidantes disponiveis e presentes em qualquer amostra bioldgica, extrato vegetal ou em alimentos (Ferrari,
2010; Vierci & Ferro, 2019). Na andlise obtém-se um parametro integrado, capaz de revelar o equilibrio redox existente. A
dosagem da CAOT facilita a avaliagdo dos fatores nutricionais, fisiolégicos e ambientais do balango redox em seres humanos
(Reinert, 2020).

Na ultima década cresceu o interesse pela indUstria farmacéutica no efeito off label de alguns medicamentos, dentre
eles os anti-inflamatérios (Silva, 2018). O &cido acetilsalicilico, um farmaco do grupo dos ndo-esteroidais (AINES), mais
conhecido como AAS, possui fungdes anti-inflamatéria, analgésica e antipirética sendo utilizado como coadjuvante em

tratamentos cardiacos e distdrbios cardiovasculares devido sua acdo antiplaquetaria (Graeff, 2011; Moreira, 2014) e em
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algumas pesquisas, como as realizadas por Fuchs e Wannmacher (2004) e Carrett-Dias e colaboradores (2011) o farmaco
apresentou ainda efeito antioxidante.

O desequilibrio da atividade redox do organismo influencia no desenvolvimento e melhora de alguns estados
patoldgicos. A busca por efeitos além dos desejados em farmacos ja existentes no mercado origina areas alternativas de estudos
e diminui custos com a fabricacdo de novos medicamentos. Objetivou-se neste estudo investigar o status redox de pacientes
portadores de patologias cardiacas e/ou coronarianas usuarios de acido acetilsalicilico comparando com individuos higidos e
voluntarios cardiopatas ndo usudrios da medicacdo através da determinacdo dos niveis de GSH, TBARS e capacidade

antioxidante total no soro dos voluntarios.

2. Metodologia

A andlise do status redox deu-se através da elaboracdo de trés grupos totalizando 25 voluntarios. O primeiro grupo
consistiu-se em pessoas higidas, o segundo de voluntérios com doencas coronarianas que ndo fazem uso do medicamento teste
(CNAAS) e o terceiro grupo foi composto de voluntérios portadores de doencas coronarianas e que fazem o uso do
medicamento em teste na ordem de 1g/dia a mais de trés semanas (AAS).

Incluiu-se no estudo, voluntarios que sejam usuarios de acido acetilsalicilico a mais de trés semanas, voluntario com
problemas coronarianos ou doencgas de base que predisponham a risco cardiaco, voluntarios higidos jovens ou adultos e ainda
pessoas com doencas coronarianas ou patologias de base que predisponham ao risco cardiaco e que ndo facam uso do
medicamento em questdo. Os voluntarios deveriam residir na regido atendida pelo posto de salide do Bairro Berger e que
obtivessem o medicamento da Farmacia Central do Municipio de Cacador/SC e excluiu-se aqueles que ndo corresponderam
aos pré-requisitos.

Apos aprovagio de nimero 68481417.1.0000.5593 do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Alto Vale do Rio do Peixe- UNIARP, as amostras foram colhidas por pun¢do venosa, utilizando agulha 25x7mm
acoplada em seringa com ponta de rosca utilizando das técnicas basicas de cuidados e bem estar do voluntario. Seguinte a
puncéo e retirada do sangue venoso, as amostras foram acondicionadas em tubo seco e de EDTA e entdo centrifugadas
3.500rpm por 5 minutos a fim de se obter o soro e plasma necessarios para aplica¢do nos ensaios pré-determinados.

A partir disso, seguiu-se as analises laboratoriais como a determinacdo da Glutationa Redutase (GSH), a qual baseia-
se na reagdo da glutationa com o DTNB, formando um anion tiolato (TNB) de cor amarela mensuravel em A412nm. Para o
ensaio preconizado anteriormente por Beutler, Duron e Kelly (1963) utilizou-se sangue total com EDTA acidificado em acido
tricloroacético 20%. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em pumol/L apos a realizagdo da
curva de GSH y = -0,0103x + 0,0618.

Ainda, a andlise dos lipoperdxidos deu-se através da metodologia de Esterbauer e Cheeseman (1990) utilizando-se de
plasma com EDTA. A técnica consiste na mensuracdo dos produtos finais da lipoperoxidagdo (malondialdeido) através da
reacdo com &cido tiobarbitdrico. As analises foram realizadas em triplicata e o produto final da reacdo, o MDATBA na
proporgdo 1:2, foi expresso em TBARS pumol/mg de proteina a 535nm.

Além disso, os organismos vivos possuem um grande ndmero de antioxidantes naturais que incluem macro e
micromoléculas e algumas enzimas que representam a atividade antioxidante total de um sistema. A capacidade total
antioxidante foi determinada em A405nm utilizando-se o kit Antioxidante Assay (Sigma-Aldrich) onde analisou-se o potencial
antioxidante redutor do cation ABTS™, croméforo de coloragdo verde/azul, novamente a ABTS, ap0s ativagdo da
metamioglobina como peroxidase. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em pmol/L equivalente

de Trolox apos realizagdo da curva y = -0,0653x + 0,5496.
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O tratamento estatistico deu-se através da realizagdo da analise de variancia (ANOVA), com p<0,05 para grau de
significancia, seguida do teste de comparagdo mdltipla de Tukey, e mdltipla conta um valor referéncia Teste Dunnett,
desenvolvidos com o Software GraphPad Prism verséo 5.0.

3. Resultados

O estudo contou com voluntarios de 19 a 96 anos com média de 55 anos de idade, 68% dos participantes eram do
género feminino e 32% eram usuarios do &cido acetilsalicilico 1g a mais de um ano. Dos 25 voluntarios, 40% possuiam
alguma desordem cardiaca como infarto, insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia ou estenose da aorta em diferentes
graus, sopro cardiaco, cardiomegalia, miocardiopatia hipertrdfica, que ja haviam passado por cirurgias cardiacas ou ainda
possuiam patologias predisponentes para quadros de problemas do coracdo com diabetes, hipercolesterolemia e hipertenséo.
Do total, 12% dos voluntarios relataram problemas de coagulacdo e por fim, 24% dos participantes praticavam alguma
atividade fisica como caminhada, por exemplo.

Ao analisarmos a figura 1-A nota-se uma diminuicéo significativa nos niveis de GSH dos voluntarios com desordens
cardiacas e coronarianas, cerca de 65,1% em rela¢do aos individuos higidos e de 63,4% para voluntarios na mesma condicao
fisioldgica, porém que ndo fazem uso da medicacdo. Em relagdo a mensuragdo dos produtos da lipoperoxidacéo lipidica pelo
teste de TBARS na figura 1-B, nota-se que o grupo de voluntarios apresentando patologias cardiacas ndo usuérios da
medicacdo apresentou valores de 2,43+0,61 pmol/mg de proteina de TBARS, cerca de 84% a mais do que os voluntarios
higidos ndo diferindo estatisticamente dos voluntarios cardiopatas usudrios da medicacdo que obtiveram valores
aproximadamente de 1,81+1,09 umol/mg de proteina. No entanto, a atividade antioxidante total no soro dos voluntarios
usuarios da medicacdo e higidos mostrou-se estatisticamente diferente do grupo dos voluntérios que ndo fazem uso da

medicacdo, porém iguais entre si.
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Figura 1- Determinagdo do perfil antioxidante de voluntarios higido, cardiopatas, portadores de doengas coronarianas

usuarios e ndo usuarios de AAS.
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(A) Determinacdo dos niveis de Glutationa Reduzida Sanguinea (GSH) em individuos higidos, cardiopatas ndo usuérios do
farmaco (CNAAS) e portadores de doencas cardiacas e coronarianas usuarios de AAS 1g ao dia (AAS). (B) Quantificacdo
dos niveis de TBARS em individuos higidos, cardiopatas ndo usuarios do farmaco (CNAAS) e portadores de doencas
cardiacas e coronarianas usuarios de AAS 1g ao dia (AAS). (C) Atividade antioxidante total no soro de individuos higidos,
cardiopatas ndo usudrios do farmaco (CNAAS) e portadores de doengas cardiacas e coronarianas usuarios de AAS 1g ao
dia (AAS). Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si p>0,05, mas diferem estatisticamente das demais p<0,05 pelo
teste de Tukey. Letra sozinha difere estatisticamente das demais p<0,05 pelo teste de Tukey e/ou Dunnett.

4. Discusséo

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos cumpre funcdes bioldgicas relevantes. Essa
producdo resulta no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, pela ativagdo de genes relacionados a expressao
de enzimas e proteinas especificas, levando o substrato oxidavel a regeneracao, prevenindo significativamente a oxidagao do

mesmo tornando este sistema responsavel pelo equilibrio intra e extracelular (Barreiros et al. 2006; Manente et al. 2011).
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Embora alguns anti-inflamatérios ndo-esteroidais possam exercer papel de scavangers (Ghosh, 2015), ou seja, reduzir
espécies radicalares em formas radicalares menos agressivas, estes farmacos podem, potencialmente induzirem a geragdo de
radicais superdxidos via ativacdo da NADPH oxidase complexo gerador do radical superéxido (Barbosa et al. 2010; Ghosh et
al. 2015), fato observado por Li et al. (2008) em células endoteliais humanas da aorta e do coragdo. Ao analisarmos os baixos
indices de GSH em usuarios de acido acetil salicilico 1g/dia, em relacdo aos demais grupos, levanta-se a hipotese deste
farmaco exercer atividade oxidante sobre a célula, haja visto que baixos indices enzimaticos de GSH podem estar ligados ao
uso de drogas oxidantes (Rover et al. 2001) e também que estas reducgdes enzimaticas poderiam propiciar 0 aumento da
peroxidagdo lipidica nas membranas celulares, notado na quantificagdo dos niveis de TBARS do mesmo grupo. Mesmo assim
ndo devemos descartar o fato que os aumentos de TBARS estdo relacionados com a idade devido ao acimulo de oxidagdo dos
lipideos e outros compostos como os agUlcares, por exemplo (Ondei et al. 2014), sendo que tal fato pode justificar o aumento
dos niveis de TBARS no grupo CNAAS, onde a maioria dos seus voluntarios tinham de idades entre 60 a 80 anos.

Ainda nesta década, um estudo conduzido por Raza e John (2012), mostrou que o tratamento com &cido
acetilsalicilico, independente da dose e do tempo de aplicacdo, em células de hepatocarcinoma humano (HepG2) causou
parada no ciclo celular, aumento da producdo de ROS, reducgdo do potencial mitocondrial e alteraces nas funcGes redox e
respiratéria mitocondriais além de citotoxicidade/ apoptose causado pelo uso do farmaco, sendo a homeostase da GSH
normalizada apds tratamento com N-acetil cisteina .

Li et al. (2008) investigaram possiveis efeitos dos AINEs em pacientes com predisposicdo a doenca cardiovasculares,
concluindo que pacientes com hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus ou insuficiéncia cardiaca parecem ter um risco
significativamente maior e eventos cardiovasculares associado ao uso de AINEs em compara¢do com pacientes sem essas
condig¢des. Ainda ao evidenciar a redu¢do da defesa antioxidante nos individuos usuérios de AAS e considerando que a maioria
dos pacientes trata contra hiperlipidemia e a hiperglicemia, pode-se levantar outra hipétese para tal evento, uma vez que estas
patologias estdo associadas a um aumento do estresse oxidativo, promovendo consequentemente, a deplecdo de antioxidantes,
modificacOes de proteinas e lipoproteinas (Silva & Ferrari, 2011).

Em relacdo a atividade antioxidante total (TEAC) o grupo AAS ndo diferiu do grupo controle composto por
individuos higidos, ndo indicando a reducdo da capacidade antioxidante total. Jacob et al. (2013) e Ondei et al. (2014) relatam
que além do uso de medicac¢Bes oxidantes, o aumento dos niveis de TEAC deriva do aumento da gera¢do de EROs, declinio
nas defesas antioxidantes e ineficiéncia de remocéo ou rearranjo de moléculas propensas como oxidantes. Assim sugere-se que
grupos Higidos e AAS devam ter taxas de TEAC elevadas devido ao estilo de vida, exercicios fisicos ou habitos alimentares,
fatores ambientais ou efeito da propria medicagdo, no caso grupo AAS.

Por outro lado, a agdo antioxidante dos AINEs foi descrita por Bansal e Silakari (2015) onde observaram que 0s
farmacos Diclofenaco e Cetoprofeno diminuiam os niveis enziméticos da catalase e GSH além dos niveis de TBARS quando
acoplado com a 2-Aminobenzimidazole, sugerindo entdo efeito protetor contra o dano gastrico induzido pela peroxidagédo
lipidica em modelo de Glcera géstrica em animais. Em outro modelo animal, qual foi induzido um estresse oxidativo com
homocisteina, causando alteragdes cardiovasculares, o pré-tratamento dos animais com AAS previniu os efeitos causados pela
homocisteina (Graeff, 2011).

Outros estudos relatam ainda o possivel efeito de protecéo a células cancerigenas por parte dos AINEs. Esta claro que um dos
primeiros eventos intracelulares que ocorre em células de cancer tratadas com anti-inflamatérios desta classe envolve
mudancas metabolicas, especificamente em células metastaticas, diminuindo os niveis de GSH e aumentando a producédo
de EROs causando apoptose e eliminacdo dessas células, desestabilizando o equilibrio redox e os mecanismos de defesa
antioxidante dos sistemas de tiorretoxina e glutationa, resultando em um maior estado pré-oxidativo aumentando assim

espécies reativas, porém sendo necessario o desenvolvimento de novas pesquisas (Ralph et al. 2015).
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5. Concluséao

O aumento da atividade de lipoperoxidacéo lipidica e a diminuicdo da atividade antioxidante total dos cardiopatas ndo
usuarios da medicacdo, quando comparados aos voluntarios Higidos, e o desequilibrio do status redox evidenciado pelos
baixos niveis de GSH de usuarios do acido acetilsalicilico, em relagdo ao mesmo grupo, ndo pode ser diretamente relacionada
ao uso do farmaco em questdo, uma vez que patologias pré-disponentes a eventos cardiacos, habito de vida e fatores
ambientais podem influenciar diretamente nos status redox dos voluntérios. H& necessidade de estudos complementares em
carater controlado para que se possa determinar a relacdo direta entre uso do farmaco e sua atividade oxidante.

Evidencia-se a necessidade de estudos futuros de carater complementar, em ambiente laboratorial controlado, a fim de
gue se possa observar diretamente a possivel correlacdo entre o uso do farmaco em questdo e sua atividade antioxidante sem a

presenca de interferentes bioldgicos que ndo possam ser controlados.
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