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“Grandes descobertas e progressos invariavelmente envolvem a cooperação de 

várias mentes” 

 

Alexander Graham Bell
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análise de biomarcadores de estresse oxidativo, inflamatórios e do metabolismo do 
ferro. 2018. 78 f. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade Estadual de 
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RESUMO 
 
 

A doença de Parkinson (DP) é uma desordem caracterizada pela perda progressiva e 
crônica dos neurônios dopaminérgicos da substância negra pars compacta. Estresse 
oxidativo, inflamação e alterações no metabolismo do ferro possuem um papel 
importante na fisiopatologia da DP. Alterações metabólicas decorrentes desta doença 
podem ser encontradas não só no cérebro dos pacientes como também 
sistemicamente. Os principais objetivos deste trabalho foram: a) Avaliar 
biomarcadores de estresse oxidativo, incluindo hidroperóxidos lipídios (LOOH), 
malondialdeído (MDA), metabólitos do óxido nítrico (NOx), grupamento sulfidrila (SH), 
atividade da catalase (CAT), atividade da superóxido dismutase (SOD), paraoxonase 
1 (PON 1), capacidade antioxidante total plasmática (TRAP) e inflamatórios, proteína 
C reativa (PCR) na DP e associar com a progressão da doença; b) avaliar 
biomarcadores do metabolismo do ferro, incluindo ferro (Fe), ferritina, capacidade total 
de ligação de ferro (TIBC), transferrina (Tf) e receptor solúvel de transferrina (RsTf), 
buscando associações com biomarcadores de estresse oxidativo, MDA e PON 1 e 
inflamatórios, haptoglobina (Hp), homocisteína (Hci), interleucina 6 (IL-6), receptor 
solúvel de interleucina 6 (RsIL-6) na DP. Participaram do estudo 56 pacientes com DP 
nos estágios 1-3 da Escala Hoehn e Yahr e 56 controles. A DP é caracterizada pelo 
aumento de LOOH, MDA e atividade da SOD e diminuição da atividade da CAT. Uma 
combinação de cinco biomarcadores de estresse oxidativo prevê significativamente 
DP, com uma sensibilidade de 94,5% e uma especificidade de 86,8% (ou seja, MDA, 
atividade da SOD, TRAP, SH e atividade da CAT). O biomarcador mais associado à 
DP é o MDA, enquanto LOOH e atividade da SOD estão significativamente 
associadas ao estágio tardio da DP, mas não ao estágio inicial da DP. Os 
medicamentos antiparkinsonianos não afetaram os biomarcadores de estresse 
oxidativo, mas levodopa + carbidopa aumentou significativamente a PCR. A DP foi 
associada a mudanças significativas nos níveis de Tf (diminuição), RsTf, ferritina, Hp, 
interleucina 6 e MDA (todos aumentados), enquanto houve tendência para uma 
associação negativa com PON 1. A regressão logística mostrou que os biomarcadores 
mais significativos da DP foram MDA, RsTf, Hp e ferritina. Além disso, os níveis de Fe 
foram associados negativamente com Hp e positivamente com PON 1, TIBC e Tf, 
enquanto a ferritina e o RsTf foram positivamente associados aos níveis de MDA. 
Novos tratamentos para DP podem ser direcionados para atingir as vias de estresse 
oxidativo, inflamação e metabolismo do ferro. 
 
Palavras-chave: Doença de Parkinson. Estresse oxidativo. Inflamação. Metabolismo 
do ferro. Biomarcadores periféricos. 
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ABSTRACT 
 
 

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by 
progressive and chronic loss of dopaminergic neurons from the substantia nigra pars 
compacta. Oxidative stress, inflammation and changes in iron metabolism play an 
important role in the physiopathology of PD. Metabolic changes resulting from PD 
can be found not only in patients’ brains but also systemically. The main objectives of 
this work were: a) To evaluate oxidative stress biomarkers, including lipid 
hydroperoxides (LOOH), malondialdehyde (MDA), nitric oxide metabolites (NOx), 
sulfhydryl group (SH), catalase activity (CAT), superoxide dismutase activity (SOD), 
paraoxonase 1 activity (PON 1), total plasma antioxidant capacity (TRAP) and 
inflammatory, C-reactive protein (CRP) in PD and associate them with disease 
progression; b) To evaluate biomarkers of iron metabolism, including iron (Fe), 
ferritin, total iron binding capacity (TIBC), transferrin (Tf) and soluble transferrin 
receptor (sTfR), looking for associations with oxidative stress biomarkers, MDA, PON 
1, and inflammatory haptoglobin (Hp), homocysteine (Hcy), interleukin 6 (IL-6), 
soluble interleukin 6 receptor (sIL-6R) in PD. We recruited 56 healthy individuals and 
56 PD patients in stages 1-3 of Hoehn and Yahr Scale. PD is characterized by 
increased LOOH, MDA and SOD activity and lowered CAT activity. A combination of 
five oxidative stress biomarkers highly significantly predicts PD with a sensitivity of 
94.5% and a specificity of 86.8% (i.e., MDA, SOD activity, TRAP, SH-groups and 
CAT activity). The biomarker most associated with PD is MDA, while LOOH and SOD 
activity are significantly associated with late PD stage, but not early PD stage. 
Antiparkinson drugs did not affect oxidative stress biomarkers, but 
levodopa + carbidopa significantly increased CRP. PD was associated with 
significant changes in Tf (lowered), sTfR, ferritin, Hp, interleukin 6 and MDA (all 
increased) levels, while there was a trend towards a negative association with PON 
1. Logistic regression showed that the most significant biomarkers of PD were MDA, 
sTfR, Hp and ferritin. Moreover, Fe levels were negatively associated with Hp and 
positively with PON 1, total iron binding capacity and Tf, while ferritin and sTfR were 
positively associated with MDA levels. New drug treatments for PD should target 
inflammatory and oxidative stress pathways and iron metabolism as well. 
 
Keywords: Parkinson's disease. Oxidative stress, inflammation; iron metabolism; 

peripheral biomarkers.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇA DE PARKINSON  

 

A doença de Parkinson (DP), descrita a primeira vez por James Parkinson como uma 

“paralisia agitante” em 1817 é uma das doenças neurodegenerativas mais comuns e 

também é conhecida como um distúrbio do movimento. A DP é a segunda doença 

neurodegenerativa mais frequente em todo o mundo depois da Doença de Alzheimer  

(ROCHA; MIRANDA; TEIXEIRA, 2015; CACABELOS, 2017).  Ela pode acometer tanto o 

adulto com idade em torno de 40 a 50 anos, como também, com maior frequência, os 

idosos, com idade de 60 anos ou mais. A prevalência é de 1% na população com idade 

superior a 60 anos e 3% aos 80 anos de idade, ou seja, sua incidência e prevalência 

aumentam com o passar do tempo. Atinge todos os grupos étnicos, classes 

socioeconômicas e apresenta-se em ambos os gêneros (DI NAPOLI et al., 2007; DEXTER, 

JENNER, 2013).  

No Brasil, o número de pessoas idosas tem crescido. No ano de 2005, os idosos 

representavam 9,8% no total da população e passaram, em 2015, a representar 14,3%.  A 

expectativa de vida em 2015 foi de 75,5 anos. Para o ano de 2030, por exemplo, está 

estimada em 78,6 anos e para 2060, em 81,2 anos, e representará cerca de 33,7%. Diante 

destes dados espera-se, então, que doenças predominantemente nessa faixa etária 

apresentem maior prevalência (como a DP, por exemplo), podendo comprometer a 

qualidade de vida, pois apresentam morbidades, necessitam de cuidados domésticos e 

alterações em seus lares para sua maior conveniência e segurança. Também pode 

comprometer os serviços de saúde, através do impacto financeiro, pois necessitam de 

medicamentos para o resto da vida provenientes do Sistema Único de Saúde (SUS), têm 

maior probabilidade de hospitalizações decorrentes da doença ou outros fatores 

correlacionados (IBGE, 2016; BOVOLENTA; FELÍCIO, 2016).  

A DP é caracterizada pela degeneração dos neurônios dopaminérgicos da 

substância negra pars compacta (SNpc) no mesencéfalo resultando na redução de 

dopamina e disfunção da via nigroestriatal.  A característica neuropatológica da DP são 

inclusões citoplasmáticas conhecidas como corpos de Lewy nos neurônios (marca 

histopatológica da DP). O corpo de Lewy é composto por um núcleo denso que contém 

proteínas, que podem ser a α-sinucleína ou ubiquitina e outras do citoesqueleto (ROCHA, 

2015; POETINI et al., 2018).  

Segundo Teive (2003), na DP deve haver acima de 60% da perda neuronal da SNpc 

para que apareçam os primeiros sinais motores, que incluem bradicinesia, tremor de 

repouso, rigidez com roda denteada e anormalidades posturais, considerados as principais 
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manifestações clínicas e que são utilizados para o diagnóstico clínico da doença. Entretanto 

as alterações não são restritas à SNpc e podem estar presentes em outros locais como nas 

regiões do tronco encefálico como por exemplo, núcleos da rafe e locus ceruleus, bulbo 

olfatório, ou do sistema nervoso autonômico periférico, todos descritos como alvos precoces 

do processo degenerativo na DP. A presença de processo degenerativo além do sistema 

nigroestriatal pode explicar uma série de sinais e sintomas não motores como, alterações do 

olfato, distúrbios do sono, hipotensão postural, constipação, ansiedade, depressão, 

transtorno cognitivo leve até demência, entre outros, que podem estar presentes na fase 

descrita como pré-motora da DP, como também após o aparecimento dos sinais motores 

(MILLER; O’CALLAGHAN, 2015; CACABELOS, 2017).   

Atualmente, a DP possui apenas tratamento para os sintomas e nada ainda pode ser 

feito para deter o processo de neurodegeneração da doença. Segundo o protocolo clínico e 

diretrizes terapêuticas da DP (2017), existem atualmente várias estratégias de intervenção 

medicamentosa para o controle dos sintomas motores: levodopa standard ou com 

formulações de liberação controlada, em associação com inibidor da levodopa 

descarboxilase, agonistas dopaminérgicos, inibidores da monoamino-oxidase B, inibidores 

da catecol-O-metiltransferase,  anticolinérgicos e antiglutamatérgicos (BRASIL, 2017). 

Segundo Blandini et al. (2001) e Hu et al. (2013) a Levodopa, utilizada para tratamento da 

DP, em especial a longo prazo, pode paradoxalmente contribuir para danos neuronais 

através do seu catabolismo gerando radicais livres e levando à hiperhomocisteinemia que 

implica em maior risco para doença cardiovasculares e demência. Logo, as estratégias 

terapêuticas devem levar em consideração fatores como o estadiamento da doença, a 

sintomatologia presente, ocorrência de efeitos colaterais, idade do paciente e medicamentos 

em uso (YUAN et al., 2010).  

 Além o tratamento medicamentoso, a fisioterapia é importante no tratamento da DP 

e deve ser aplicada desde os primeiros momentos do diagnóstico da doença, pois 

proporciona exercícios que atuam diretamente nos sinais e sintomas da DP melhorando a 

qualidade de vida do indivíduo (ALMEIDA et al., 2015; SANTOS, et al., 2017). Na DP 

também existe a possibilidade de realização de cirurgia para implante de estimulador 

cerebral profundo para melhor controle da doença, mas não é considerado um procedimento 

curativo (ANDRADE, 2010). 

 

1.2 ALTERAÇÕES METABÓLICAS DA DP 

 

A DP idiopática é responsável por cerca de 90 a 95% dos casos da doença. Já a DP 

familiar (casos herdados) são 5 a 10% dos casos. A etiologia da DP idiopática possui vários 

fatores de susceptibilidade associados ao desencadeamento da neurodegeneração, por 
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exemplo, fatores ambientais (pesticidas e metais) e genéticos (mutações nos genes para 

alfa-sinucleína, parkin, superóxido dismutase, etc.) e ainda é uma questão em aberto na 

comunidade científica (JOMOVA et al., 2010; ANDERSON; MAES, 2014). 

Entretanto, sabe-se que qualquer que seja a sua etiologia, a DP apresenta no 

sistema nervoso central (SNC) e em nível sanguíneo (periférico) alterações metabólicas 

associadas ao estresse oxidativo (EO), ativação imunoinflamatória e desregulação do 

metabolismo de ferro (Fe), que podem contribuir como evento primário na DP ou que podem 

ser secundários à neurodegeneração e levar, consequentemente, para exacerbação da 

morte celular (ANDERSON; MAES, 2014; MILLER; O’CALLAGHAN, 2015; POETINI et al., 

2018). 

 

1.2.1 EO na DP 

 

O EO é um desequilíbrio entre a produção de substâncias pro-oxidantes (espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio) e antioxidantes proporcionando a geração de espécies 

químicas radicalares potencialmente prejudiciais para as células que geram danos a 

componentes celulares como lipídeos, proteínas e DNA levando a disfunções fisiológicas e 

morte celular. As espécies reativas de oxigênio incluem o ânion radical superóxido, radical 

hidroxila, radical alquila, alcoxila e peroxila. As espécies reativas de nitrogênio incluem o 

óxido nítrico. O peroxinitrito e o peróxido de hidrogênio não são radicais livres, mas podem 

induzir reações radicalares no organismo. Dentre os antioxidantes enzimáticos pode-se citar 

a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase e entre os não 

enzimáticos a glutationa, o ácido ascórbico, α-tocoferol e ácido úrico. As reações de 

oxidação e redução são catalisadas por metais de transição como o Fe, cobre, e manganês. 

Destes, o mais importante é o Fe, pois ele pode participar da reação de Fenton, gerando o 

radical hidroxila que é altamente reativo. Produtos do dano oxidativo a lipídeos, proteínas e 

DNA e alterações na defesa antioxidante podem ser encontrados tanto em nível tecidual, no 

sangue, líquor, urina e podem ser biomarcadores do EO (UTTARA et al., 2009; JOMOVA, 

2010).    

É evidente que o EO indica implicações cruciais na DP. Para Migliore et al. (2002), 

Agil et al. (2006) e Choi et al. (2006), foi possível identificar nos cérebros de pacientes com 

DP aumento na oxidação de proteínas, DNA e lipídeos. Esta condição pode ser encontrada 

não só no cérebro destes pacientes, mas também sistemicamente (MIGLIORE; COPPEDÉ, 

2009). Dentre os biomarcadores para EO, pode-se citar 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (dano 

oxidativo ao DNA), hidroperóxidos lipídicos (LOOH), produtos avançados de oxidação 

proteica, subprodutos do óxido nitrico (NOx) e alterações das enzimas antioxidantes SOD, 
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CAT e glutationa peroxidase (ABRAHAM et al., 2005; SHARMA et al., 2008; NIKAM et al., 

2009; NIKOLOVA;MANCHEVA, 2013;  HENCHCLIFFE, 2015). 

O papel do EO está relacionado à DP, principalmente, pela vulnerabilidade dos 

neurônios dopaminérgicos da SNpc ao dano oxidativo. Isto é devido à alta taxa metabólica 

(consumo de oxigênio) do cérebro, substratos oxidáveis como a dopamina, neuromelanina 

(rica em Fe), baixos níveis de antioxidantes, altas concentrações de Fe (SINGH et al., 2014). 

 

1.2.2 Inflamação na DP 

 

O processo neuroinflamatório e resposta imune inata e adaptativa estão presentes 

na DP. A resposta inflamatória inicial oferece uma proteção contra dano neuronal, no 

entanto, à medida que a resposta é intensificada ela é prejudicial e causa morte celular.  A 

imunidade inata no SNC é principalmente mediada por células imunes residentes no SNC, 

células da glia como a micróglia, astrócitos e oligodendrócitos e envolvem mecanismos de 

defesa frente a qualquer insulto como, remoção de substâncias estranhas por fagocitose, 

recrutamento de células imunes para o local da infecção, produção de citocinas (proteínas 

que atuam como moléculas sinalizadoras durante a inflamação e várias atividades celulares, 

como crescimento e reparo), ativação da cascata do sistema complemento e apresentação 

de antígenos para ativação da imunidade adaptativa. A imunidade adaptativa envolve a 

infiltração de linfócitos no cérebro e ativação das células da micróglia, astrócitos e produção 

de citocinas (CHAO; WONG; TAN, 2014; JOSHI; SINGH, 2018; KAUR, et al., 2017). 

A micróglia é a primeira linha de resposta imunológica do SNC diante de um insulto 

e/ou condições patológicas. Na DP o processo inflamatório no SNC (ativação/ proliferação 

de micróglia, secreção de citocinas pró-inflamatórias e presença de radicais livres) pode 

ocorrer como um evento primário que leva ao processo neurodegenerativo, assim como 

pode ser um evento secundário a esse processo e, por sua vez, exacerbaria a progressão 

da morte celular. A micróglia ativada exerce seus efeitos neurotóxicos liberando citocinas 

pró-inflamatórias tais como, fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1β, interleucina 6 (IL-

6), interferon gamma e radicais livres incluindo espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

bem como mediadores inflamatórios como prostaglandinas E2, levando ao dano das células 

nigrais e à morte. Isso suporta o papel da micróglia na indução de efeitos pró-inflamatórios e 

pró-oxidantes. Outras células como astrócitos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos 

também contribuem para a vulnerabilidade dos neurônios dopaminérgicos a efeitos 

inflamatórios e degenerativos. (TRAGER; TABRIZI, 2013; SU; FEDEROFF, 2014; WANG, et 

al., 2015).  

 Estudos têm demostrado a ligação entre inflamação periférica e neurodegeneração 

na DP por intermédio de alterações no perfil inflamatório sanguíneo que estão relacionadas 
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alguns marcadores inflamatórios incluindo IL-1β, interleucina 2, IL-6, interleucina 8, fator de 

necrose tumoral alfa e produção de proteínas de fase-aguda, como a proteína C reativa 

(PCR) e haptoglobina (Hp) (MOSLEY et al., 2006; ANDICAN et al., 2012; AHMED et al., 

2012; IKEDA et al., 2013; DOHERTY, 2013).  A IL-6 é uma citocina pró e anti-inflamatória e 

durante o processo inflamatório ela regula a produção hepática de proteínas relacionadas a 

resposta inflamatória, pelo aumento de proteínas de fase-aguda positiva como a PCR, Hp, 

ferritina e pela diminuição de proteínas de fase-aguda negativa como a transferrina (Tf) 

(BROCK, et al., 2011). Uma característica fundamental na regulação da resposta da IL-6 

tem sido a identificação de um receptor solúvel de IL-6 (RsIL-6), que forma um complexo 

ligante-receptor com IL-6 e é capaz de estimular uma variedade de respostas celulares no 

processo inflamatório. Consequentemente, ao considerar o papel da IL-6 em uma doença, é 

igualmente importante considerar RsIL-6 (JONES et al., 2001).  

 

1.2.3 Metabolismo do Fe na DP 

 

 O aumento de Fe no cérebro da DP tem sido relacionado à degeneração dos 

neurônios da SNpc. O Fe é um importante metal envolvido em muitos processos biológicos. 

No cérebro, inclui transporte de oxigênio, síntese de DNA, respiração mitocondrial, síntese 

de mielina e síntese e metabolismo de neurotransmissores. O próprio processo de 

envelhecimento leva a um acúmulo seletivo de Fe que ocorre em várias regiões cerebrais 

como na substância negra, putâmen, globo pálido, núcleo caudado e córtex, no entanto o 

acúmulo é maior em pacientes com DP. Esse acúmulo de Fe no cérebro de pacientes DP 

pode ser observado em exame histológico e de imagem (FRIEDLICH et al., 2009; YU, et al., 

2018). Um dos principais locais de deposito é a SNpc, com Fe principalmente ligado à 

ferritina (proteína que armazena o ferro) e neuromelanina. Uma desregulação da 

homeostase do Fe implicaria nos mecanismos de EO, por induzir a formação de radicais 

livres pela reação de Fenton e causar neurotoxicidade (WARD et al., 2014; APOSTOLAKIS; 

KYPRAIOU, 2017; SHIN et al., 2018).  

A desregulação da homeostase do Fe no cérebro da DP tem sido relacionado à 

degeneração dos neurônios da SNpc e com a diminuição da capacidade de 

armazenamento, devido à diminuição da expressão da ferritina. Além disso, também há 

alteração da Tf, receptor de transferrina (RTf) responsável pelo transporte do ferro, aumento 

da permeabilidade ou disfunção da barreira hematoencefálica, acúmulo de Fe glial, 

induzindo um estado inflamatório por meio de uma liberação aumentada de citocinas e 

resultando em um ciclo de neuroinflamação e neurodegeneração (JOHNSON; WESSLING-

RESNICK, 2012; FARHOUDI et al., 2012, WARD et al., 2014; COSTA-MALLEN et al., 

2015).  
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Ikeda et al. (2013), Pichler et al. (2013), Hu et al. (2015), demonstraram que o Fe e  

uma desregulação no seu metabolismo também podem ser encontradas no sangue dos 

pacientes com DP.  Para Medeiros et al. (2015) o Fe, considerado um fator de risco para a 

DP pelo seu nível aumentado no cérebro dos pacientes, apresenta-se no sangue periférico 

na DP em concentrações diminuídas. Sugerindo que esta acumulação não é dependente de 

uma sobrecarga de Fe, mas provavelmente devido à desregulação da homeostase do Fe.  

  Os estudos de biomarcadores sanguíneos pró-oxidantes e antioxidantes, 

inflamatórios e do metabolismo do Fe poderiam ser usados para uma melhor compreensão 

da patogênese e da sua heterogeneidade clínica. As alterações observadas sistemicamente 

poderiam ser úteis como indicadores de progressão da DP nestes pacientes. Em função 

disso, numa tentativa de se entender melhor a inter-relação entre o processo inflamatório, 

EO e metabolismo do Fe é que propomos este trabalho. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 ARTIGO 1: HIGHLY SPECIFIC CHANGES IN ANTIOXIDANT LEVELS AND LIPID PEROXIDATION IN 

PARKINSON’S DISEASE AND ITS PROGRESSION: DISEASE AND STAGING BIOMARKERS AND NEW 

DRUG TARGETS 

 

2.1.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar pacientes com DP nos estágios 1 a 3, segundo a escala de Hoehn e Yahr em 

seus diferentes esquemas terapêuticos quantificando, os biomarcadores de EO e 

inflamatórios buscando correlacionar os resultados encontrados com a progressão da 

doença. 

 

2.1.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar os dados sóciodemográficos idade, gênero, etnia, índice de massa corporal, 

tabagismo (ex-fumante), estado civil, atividade física, uso de bebida alcoólica e dados 

clínicos como, estadiamento da doença (escala de Hoehn e Yarhr) e duração da doença. 

- Dosear os níveis dos biomarcadores pró-oxidantes sanguíneos através dos testes de 

LOOH por espectrofotometria (LOOH-FOX) além de LOOH por quimiluminescência (LOOH-

QL), malondialdeído (MDA), NOx, e o biomarcador inflamatório PCR. 

- Analisar os biomarcadores antioxidantes sanguíneos através dos testes de capacidade 

antioxidante total do plasma (TRAP), grupamentos sulfidrila (SH), atividade das enzimas 

SOD, CAT e atividade total da paraoxonase1 (PON-1). 

- Analisar a associação dos biomarcadores sanguíneos de EO e inflamatório com os 

estágios da doença.  

 

2.2 ARTIGO 2: PARKINSON’S DISEASE IS ACCOMPANIED BY INTERTWINED ALTERATIONS IN IRON 

METABOLISM AND ACTIVATED IMMUNE-INFLAMMATORY AND OXIDATIVE STRESS PATHWAYS 

 

2.2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar pacientes com DP nos estágios 1 a 3, segundo a escala de Hoehn e Yarhr, 

em seus diferentes esquemas terapêuticos, os biomarcadores do metabolismo do Fe 

buscando associações com biomarcadores de EO e inflamatórios em pacientes com DP. 
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2.2.2 Objetivo Específicos 

 

- Avaliar biomarcadores do metabolismo do Fe, incluindo Fe, ferritina, capacidade total de 

ligação de ferro (TIBC), Tf e receptor solúvel de transferrina (RsTf) 

- Analisar os biomarcadores de estresse oxidativo MDA e PON-1 e inflamatórios Hp, 

homocisteína (Hci), IL-6, receptor solúvel de interleucina 6 (RsIL-6) na DP. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS  

 

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

O delineamento refere-se a um estudo caso-controle.  

 

3.2 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitário Regional Norte do 

Paraná, sob parecer Nº 222/2011, CAAE: 0175.0.268.000-11 (Anexo A) e parecer Nº 

038/2014, CAAE:26325814.6.0000.5231 (Anexo B). Todos os indivíduos foram convidados a 

participar voluntariamente da pesquisa e informados, em detalhes, sobre o estudo a ser 

desenvolvido. Logo após tomarem ciência do projeto e sentindo-se plenamente 

esclarecidos, assinaram o termo de consentimento (Apêndice A).  

 

3.3 POPULAÇÃO ESTUDADA 

 

Os pacientes com DP incluídos no estudo foram provenientes do ambulatório de 

neurologia do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina. Foram avaliados 

56 pacientes com idade de 50 anos ou mais sem restrição de gênero e etnia, diagnosticados 

segundo os critérios do banco de cérebros da sociedade de Parkinson do Reino Unido 

(Anexo C) e selecionados os que estavam entre as fases 1 a 3 da escala de Hoehn and 

Yahr (avalia a incapacidade motora dos indivíduos com DP) (anexo D). Pacientes que 

apresentavam características clínicas ou laboratoriais de doenças autoimune, renais, 

cardíacas, hepáticas, outras doenças neurológicas ou utilizassem suplementos 

antioxidantes também foram excluídos do estudo. 

 Os pacientes com DP estavam sob tratamento medicamentoso, dependendo dos 

sintomas e gravidade da doença, a saber: levodopa mais carbidopa, levodopa mais 

benserazida, pramipexol, amantadina, selegilina, biperideno ou entacapone. As drogas 

utilizadas no tratamento da DP fazem parte da rotina de tratamento dos pacientes atendidos 

no AHC e são baseados no protocolo clínico e diretrizes terapêuticas da doença de 

Parkinson, 2017. 

 O grupo controle consistiu de 56 indivíduos isentos de doenças graves, que não 

apresentavam características clínicas ou laboratoriais de doenças autoimunes, renais, 

cardíacas, hepáticas, outras doenças neurológicas e que não estivessem utilizando 

suplementos antioxidantes, oriundos de diversas regiões da cidade de Londrina-PR. Para 
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obtenção de grupos na forma mais homogênea possível, parâmetros como idade, gênero e 

etnia foram controlados e pareados.  

 Para a realização deste estudo, os dados sócio demográficos, clínicos e terapêuticos 

foram obtidos por meio de um formulário (Apêndice B) e pela consulta aos prontuários do 

AHC e para as avaliações laboratoriais foi coletado 28mL de sangue por punção venosa de 

todos os voluntários após jejum de 10h: 8 mL de sangue em tubos com vácuo (vacutainer®) 

contendo EDTA para determinação das atividades enzimáticas da SOD e CAT; 20mL de 

sangue tubos com vácuo (vacutainer®) sem anticoagulante para a realização de TRAP, SH, 

MDA, NOx, LOOH-FOX, LOOH-QL, PON 1, PCR, Fe, ferritina, Tf, RsTf, TIBC, Hp, Hci, IL-6, 

RsIL-6. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrífuga (EVLAB®, 

Londrina, PR, Brasil) e alíquotas de soro foram armazenadas em freezer a -70ºC (Kendro®, 

Asheville, NC, EUA) até o momento de uso. 

 

3.4 AVALIAÇÕES LABORATORIAIS 

 

3.4.1 Avaliação dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo  

 

3.4.1.1 Determinação do TRAP 

 

 Este teste avalia os antioxidantes hidro e lipossolúveis do sangue. A avaliação foi 

feita por quimiluminescência (QL) em uma adaptação do método descrito por Repetto et al. 

(1996) (Apêndice C). A metodologia é baseada na geração de radicais peroxila (RO2
•), por 

decomposição térmica, a uma velocidade controlada, do azoiniciador ABAP (dicloridrato de 

2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina)). Este experimento foi conduzido em um leitor de 

microplaca Victor X-3, Perkin Elmer®, (Waltham, MA, EUA) em um modo de contagem não 

coincidente por 25 minutos e uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm com controle de 

temperatura de 30C. Os resultados foram expressos em µM Trolox. 

 

3.4.1.2 Determinação de LOOH-FOX 

  

 Os LOOH foram determinados através da oxidação ferrosa do alaranjado de xilenol 

utilizando a técnica descrita Jiang et al. (1991) (Apêndice D). Esse método é baseado na 

oxidação de íons ferrosos para íons férricos sob condições ácidas que reagem com o 

corante indicador FOX produzindo um complexo colorido. A leitura foi realizada em um 

espectrofotômetro marca Thermo Spectronic® modelo Helios-α, (Waltham, MA, EUA), em 

comprimento de onda de 560 nm. A concentração de FOX foi expressa em mM. 

 

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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3.4.1.3 Determinação de LOOH-QL 

 

 A avaliação da formação de LOOH por QL foi efetuada em uma adaptação da 

técnica descrita por Flecha et al. (1991) (Apêndice E). A quimiluminescência estimulada por 

t-butil foi empregada para analisar os níveis de LOOH presentes no soro. Este teste baseia-

se no consumo das defesas antioxidantes e a formação de LOOH resultando em um 

aumento da emissão de fótons. Este experimento foi realizado em contador β marca 

Beckman® LS 6000 (Fullerton, CA, EUA) em uma faixa de contagem não coincidente com a 

resposta entre 300 e 620 nm. Todo o experimento foi realizado ao abrigo da luz para evitar a 

fosforescência dos frascos, a 30ºC, durante 120 minutos. Os resultados foram medidos em 

contagem por minuto (cpm).  

 

3.4.1.4 Determinação do MDA 

 

 A quantificação de MDA foi realizada conforme a técnica descrita por Bastos et al. 

(2012) (Apêndice F), que consiste na medida dos níveis de MDA através da complexação 

com duas moléculas do ácido tiobarbitúrico (TBA), utilizando para estimação do MDA a 

cromatografia líquida de alta performance (CLAE). 

 Para a realização da análise do aduto TBA-MDA-TBA foi utilizado um sistema de 

CLAE Alliance e2695, Waters® (Barueri, SP, Brasil) com uma coluna Eclipse XDB-C18 

4,6mm x 250mm 5µm, Agilent® (Santa Clara, CA, EUA). A leitura foi realizada no 

comprimento de onda de 532 nm. Para análise dos dados foi utilizada curva de calibração 

preparada com soluções de MDA em diferentes concentrações, comparando medidas de 

área de pico das amostras com concentrações conhecidas da curva padrão. As 

concentrações de MDA foram expressas em µmol de MDA/mg de proteínas. 

 

3.4.1.5 Determinação de NOx 

 

 A determinação da concentração de subprodutos do NOx foi realizada pela técnica 

descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (1998) (Apêndice G). O óxido nítrico é um gás muito 

instável e rapidamente se degrada nos subprodutos nitratos e nitritos, que podem ser 

detectados no soro. O método de detecção baseia-se na redução de nitrato a nitrito, 

mediada por reações de óxido-redução ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o 

sistema cádmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotação e detecção colorimétrica do 

azocomposto formado pela adição do reagente de Griess. A quantificação de NOx foi feita 

em leitora de microplacas Asys Expert Plus, Biochrom® (Holliston, MA, EUA), sendo as 

leituras feitas em 540 nm. A concentração de oxido nítrico foi expressa em μM. 
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3.4.1.6 Determinação da SOD 

  

 A atividade da enzima antioxidante SOD nas hemácias foi determinada usando o 

método do pirogalol descrita por Marklund e Marklund (1974) (Apêndice H). Esta técnica 

baseia-se na inibição que esta enzima promove na auto-oxidação do pirogalol em solução 

aquosa. A quantidade de SOD que foi capaz de inibir 50% da oxidação do pirogalol foi 

definida como uma unidade de atividade enzimática. A leitura da reação da SOD foi feita em 

um espectrofotômetro marca Thermo Spectronic®, modelo Helios-α (Waltham, MA, EUA) 

com o comprimento de onda de 420 nm. Os resultados foram expressos por U/mg Hb. 

 

3.4.1.7 Determinação da CAT 

 

 A atividade da enzima antioxidante CAT foi através da medida do decaimento na 

concentração de H2O2 e geração de oxigênio, utilizando a técnica descrita por Aebi (1984) 

(Apêndice I). A leitura foi realizada em um espectrofotômetro marca Thermo Spectronic®, 

modelo Helios-α (Waltham, MA, EUA), no comprimento de onda de  240 nm. Os valores de 

catalase foram expressos em U/mg Hb. 

 

3.4.1.8 Determinação de SH 

  

 O grupamento SH, que possui ação antioxidante, foi avaliado no plasma por 

espectrofotometria descrito previamente por Hu (1994) (Apêndice J). O método de análise é 

baseado na reação do ácido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzóico com o grupo sulfidrila de proteínas. 

A leitura da reação foi feita em um espectrofotômetro marca Thermo Spectronic®, modelo 

Helios-α (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram 

expressos em µM/mg proteína. 

 

3.4.1.9 Determinação da PON-1 

 

 A atividade total da PON-1, que possui ação antioxidante, foi determinada pela 

formação de hidrólise do fenil-acetato (fenol), baseado na metodologia descrita por Richter, 

Jarvink Furlong (2008) (Apêndice K). A taxa de hidrólise de fenil-acetato, foi determinada em 

uma leitora de microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no 

comprimento de onda de 270 nm, medidos durante 4 minutos (16 leituras com intervalo de 

15 segundos entre as leituras) com a temperatura mantida a 25º. A atividade foi expressa 

em U/mL com base no coeficiente de extinção molar do fenil-acetato que equivale a 

1,31mMol/Lcm-1.   

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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 3.4.2 Determinações bioquímicas e imunológicas  

 

 As seguintes análises foram realizadas através de metodologias automatizadas. Fe e 

TIBC foram mensurados no aparelho Dimension®, RxL (Deerfield, IL, EUA) e PCR, Hp, Hci, 

ferritina and Tf no aparelho Architect i2000SR (Abbott, IL, EUA).  

As análises de IL-6 and sIL-6R foram quantificadas pela metodologia de ELISA 

(Boster Immunoleader, Pleasonton, CA, USA) assim como sTfR (BioVendor Laboratory 

Medicine Inc., Czech Republic). A leitura da reação foi realizada em uma leitora de 

microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA). 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

3.5.1 Artigo 1 

 

Foi realizada análise de variância (ANOVAs) ou (ANCOVAs) para avaliar diferenças 

nos dados sócio-demográficos, clínicos e biomarcadores entre grupos DP e controle. O teste 

de Tukey foi utilizado para examinar múltiplas comparações entre os três grupos de estudo 

(controles e 2 subgrupos de DP). A análise de tabela de contingência (teste-2) para avaliar 

as associações entre dados sócio-demográficos e clínicos e grupos de diagnóstico. As 

relações entre as variáveis foram avaliadas usando os coeficientes de correlação de 

Pearson e de Spearman. Foi utilizada a análise de modelo linear geral (MLG) univariados 

para examinar o efeito dos grupos de diagnóstico nos biomarcadores, ajustando as variáveis 

como gênero, idade e IMC. A análise MLG multivariada foi utilizada para examinar os efeitos 

das drogas nos biomarcadores. Os testes de homogeneidade de variância foram realizados 

sempre que apropriado (teste Levene). A análise do modelo linear generalizado (MLGe) foi 

utilizada para examinar os efeitos dos biomarcadores e dos dados sóciodemográficos sobre 

o índice de gravidade. As análises de regressão logística bivariada foram usadas para 

delinear os biomarcadores significativos com odds ratio e intervalos de confiança de 95% do 

grupo DP versus controle. O teste Hosmer-Lemeshow foi utilizado para testar se o modelo 

ajustou os dados. Todos os testes foram bi-caudal e um valor de p menor que 0,05 foi usado 

para significância estatística. As análises foram realizadas usando o software IMB-SPSS 

versão 22 para Windows. 

 

 

 

 

 

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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3.5.2 Artigo 2- 

 

Foi utilizada análise de variância (ANOVAs) para verificar diferenças nas variáveis 

contínuas entre os grupos DP e controle. A análise de tabela de contingência (teste-2) para 

avaliar as associações entre os grupos de diagnóstico e dados sócio-demográficos/clínicos. 

A análise MLG multivariada foi empregada para examinar os efeitos multivariados do 

diagnóstico em diferentes conjuntos de biomarcadores (metabolismo de Fe ou imune- 

inflamatórios e estresse oxidativo) ajustando as variáveis idade, sexo, IMC, uso de 

fármacos, uso do tabaco. Posteriormente foram utilizados testes para efeitos entre os 

sujeitos para avaliar os efeitos das variáveis preditoras na variáveis dependentes.  A análise 

MLG multivariada também foi usada para examinar os efeitos multivariados e univariados de 

biomarcadores imune-inflamatórios e de estresse oxidativo (variáveis explicativas) no 

metabolismo do Fe (variáveis dependentes). Análise de regressão logística binária 

automática foi usada para determinar os biomarcadores significativos que estão associados 

com DP. A transformação Ln foi utilizada para normalizar a distribuição de dados de 

variáveis biológicas. A análise de poder mostrou que usando a ANCOVA com 2 grupos e 2-4 

covariáveis em um tamanho de efeito de 0,28 e poder de 0,8 (bi-caudal, alfa=0.05) o 

tamanho da amostra deve ser cerca de 103. Todos os testes foram bi-caudal e um valor de 

p menor que 0,05 foi usado para significância estatística. As análises foram realizadas 

usando o software IMB-SPSS versão 22 para Windows. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ARTIGO 1 
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4.2 ARTIGO 2  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O diagnóstico da DP é essencialmente clínico, no entanto alterações metabólicas 

decorrentes da doença podem ser encontradas não só no cérebro destes pacientes como 

também sistemicamente. Até o momento, não são utilizados biomarcadores para o auxílio no 

diagnóstico, identificação da progressão da doença ou acompanhamento farmacológico, fato 

que está muito relacionado à variabilidade de alterações metabólicas e também à dificuldade 

pela presença de uma fase pré-motora e motora da DP. 

Com a finalidade de identificarmos biomarcadores associados com a DP e 

entendermos melhor a inter-relação entre o processo inflamatório, EO e metabolismo de Fe 

escolhemos biomarcadores sanguíneos que pudessem estar relacionados às alterações 

metabólicas da DP descritas na literatura previamente. Utilizamos a escala de estadiamento 

da DP no intuito de identificarmos variações nos níveis de biomarcadores nos diferentes 

estágios da doença.   

Nossos achados propõem que o MDA plasmático é um biomarcador de doença 

altamente associado, enquanto que LOOH e atividade da SOD plasmática podem servir 

como biomarcadores de estadiamento da DP. Além disso, encontramos um estado de 

inflamação sistêmica e de EO, que é acompanhado por alterações no metabolismo do Fe 

nos pacientes com DP. Isto leva a hipotetizamos que a IL-6 sistêmica induz o fígado a 

aumento da produção de Hp, ferritina e RsTf e menor produção de PON 1. O aumento dos 

níveis séricos de MDA indicam que a peroxidação lipídica pode estar associada a este 

desequilíbrio metabólico (figura 1).   

Isso sugere que depois de feito o diagnóstico clínico, esses biomarcadores podem 

ser úteis para informar sobre a fisiopatologia da doença e para monitorar possíveis 

intervenções terapêuticas na tentativa de alterar a progressão da DP. Assim como novos 

alvos para o tratamento da DP pode ser investigados.  
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Figura 1- Biomarcadores sanguíneos na DP indicam um estado de inflamação sistêmica e 
EO em pacientes com DP, juntamente com alterações no metabolismo do Fe. 
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ANEXO A- Parecer consubstanciado do CEP/UEL 222/2011 
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ANEXO B- Parecer consubstanciado do CEP/UEL 038/2014 
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ANEXO C- Diagnóstico da DP segundo o banco de cérebros da sociedade de Parkinson do 

Reino Unido 

 

1. Critérios necessários para diagnóstico de DP 

 Bradicinesia  

 E pelo menos um dos seguintes sintomas abaixo:  

-Rigidez muscular 

-Tremor de repouso (4-6 Hz) avaliado clinicamente 

-Instabilidade postural não causada por distúrbios visuais, vestibulares, cerebelares 

ou proprioceptivos 

2. Critérios negativos (excludentes) para DP 

 História de AVC de repetição 

 História de trauma craniano grave 

 História definida de encefalite 

 Crises oculogíricas 

 Tratamento prévio com neurolépticos 

 Remissão espontânea dos sintomas 

 Quadro clínico estritamente unilateral após 3 anos 

 Paralisia supranuclear do olhar 

 Sinais cerebelares 

 Sinais autonômicos precoces 

 Demência precoce 

 Liberação piramidal com sinal de Babinski 

 Presença de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante 

 Resposta negativa a altas doses de levodopa 

 Exposição a metilfeniltetraperidínio 

3.  Critérios de suporte positivo para o diagnóstico de DP (3 ou mais são necessários para o 

diagnóstico) 

 Início unilateral 

 Presença de tremor de repouso 

 Doença progressiva 

 Persistência da assimetria dos sintomas 

 Boa resposta a levodopa 

 Presença de discinesias induzidas por levodopa 

 Resposta a levodopa por 5 anos ou mais 

 Evolução clínica de 10 anos ou mais 
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ANEXO D-Escala de classificação do estágio da DP 

 

Escala de Hoehn e Yahr 

1.Só envolvimento unilateral, geralmente com incapacidade funcional mínima ou nenhuma. 

2. O envolvimento bilateral ou mediana sem comprometimento do equilíbrio. 

3. Doença bilateral, incapacidade funcional leve a moderada, com reflexos posturais 

prejudicados, fisicamente independente. 

4. Severamente incapacitante, ainda capaz de andar ou ficar sem assistência. 

5. Confinamento para a cama ou cadeira de rodas a menos que ajudado. 

Fonte: Hoehn MM, Yahr MD. Parkinsonism: onset, progression, and mortality. Neurology. 

1967; 17:427–42 
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APÊNDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Pesquisa: 

Avaliação da progressão da doença de Parkinson segundo a escala de Hoehn e Yahr 

correlacionando esquema terapêutico com marcadores bioquímicos, inflamatórios e de 

estresse oxidativo. 

 

Prezado(a) Senhor(a): 

 

Gostaríamos de convidá-lo(la) a participar da pesquisa “Avaliação da progressão da 

doença de Parkinson segundo a escala de Hoehn e Yahr correlacionando esquema 

terapêutico com marcadores bioquímicos, inflamatórios e de estresse oxidativo”, realizada 

no Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa é 

avaliar pacientes com DP nos estágios 1 a 5, segundo a escala de Hoehn e Yahr em seus 

diferentes esquemas terapêuticos quantificando marcadores bioquímicos, de estresse 

oxidativo, inflamatórios e genéticos buscando correlacionar os resultados encontrados com 

a progressão da doença assim como também em pacientes sem essa patologia. A sua 

participação é muito importante e ela se daria pela doação de 36 mL de sangue por punção 

venosa (12 mL de sangue com EDTA, 20 mL de soro e 4 mL de sangue com fluoreto) em 

uma única etapa, em apenas um momento, sendo todos os materiais usados descartáveis. 

Gostaríamos de esclarecer que sua participação é totalmente voluntária, podendo você: 

recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete 

qualquer ônus ou prejuízo à sua pessoa. Informamos ainda que as informações serão 

utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serão tratadas com o mais absoluto sigilo e 

confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. 

Esperamos que essa pesquisa permita verificar se os marcadores bioquímicos, de 

estresse oxidativo, inflamatórios e genéticos propostos são interessantes no sentido de 

verificar se algum deles pode contribuir no acompanhamento tanto na terapêutica como na 

evolução da doença de Parkinson. 

Informamos que o(a) senhor(a) não pagará nem será remunerado por sua 

participação. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa 

serão ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participação 

nesta.  

Caso você tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos 

contactar, professor Dr. Décio Sabbatini Barbosa ((43) 3371-2451), Biomédica Carine 

Coneglian de Farias ((43) 9678-8444)), ou procurar o Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert 
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Kock, nº 60, ou no telefone 3371 – 2490, email cep268@uel.br. Este termo deverá ser 

preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e 

assinada entregue a você. 

 

      Londrina, ___ de ________de 2016. 

 

________________________________________ 

Carine Coneglian de Farias  

(RG: 001.638.774) 

 

 

_____________________________________ (nome por extenso do sujeito de 

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, 

concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.   

 

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

                                                                     Data:___________________ 
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APÊNDICE B- Questionário para coleta de dados sóciodemográficos, clínicos e terapêuticos 

dos indivíduos inseridos no estudo 

 

Data da coleta: ___/___/___ 

I- IDENTIFICAÇÃO 

Nome: 

RG:  

Idade:  Data de Nascimento: ...../...../..... Sexo: (    )M (    )F  

Endereço:  Nº: Apto: 

Bairro:  CEP:  Cidade:  

Fone Residencial:  Celular: 

Etnia: (   ) Branco   (   ) Negro   (   ) Pardo   (   ) Amarelo (   ) Indígena 

Estado Civil: (   ) solteiro  (   ) casado  (   ) divorciado (   ) viúvo 

E-mail: 

Ocupação: 

Médico/UBS: 

 

 Jejum para coleta de sangue (   ) SIM   (   ) NÃO 

 OBS: 

__________________________________________________________________________ 

 

 Já tomou algum medicamento hoje antes da coleta de sangue? 

 (   ) SIM  (   ) NÃO  

 Se a resposta for sim, qual medicamento_________________________________________ 

 

 Peso atual (Kg): _______________ Altura (m): _______________ 

 IMC (kg/m2): _______________________  Circunferência da cintura: _______________ 

 

II- ESCOLARIDADE 

 (      ) Ensino Fundamental I (1º ao 5 º ano) completo 

 (      ) Ensino Fundamental I (1º ao 5 º ano) incompleto 

 (      ) Ensino Fundamental II (6º ao 9 º ano) completo 

 (      ) Ensino Fundamental II (6º ao 9 º ano) incompleto 
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(      ) Ensino Médio (1º ao 3 º ano) completo 

(      ) Ensino Médio (1º ao 3 º ano) incompleto 

(      ) Ensino Superior Completo     (      ) Ensino Superior Incompleto 

(      ) Especialização    (      ) Mestrado    (      ) Doutorado 

 

III- HÁBITOS PESSOAIS 

1. Pratica Atividade Física?* 

(     ) Sim  (     ) Não 

*Obs.: Consideram-se atividade física, os exercícios extras que são praticados de forma 

regular e que não fazem parte da atividade diária, com tempo de duração mínimo de 30 

minutos e a freqüência igual ou superior a duas vezes por semana. 

 

2. Com relação ao Tabagismo, você: 

(     ) Nunca fumou 

(     ) Ex-fumante (fumou mas não fuma atualmente)   

Há quanto tempo deixou de fumar ________________ 

 

3. Bebida Alcoólica* 

(      ) Não consome 

(      ) Consumo diário (5 a 6 vezes ou mais por semana) 

(      ) Consumo semanal (3 vezes ou menos por semana) 

(      ) Consumo esporádico (1 vez ao mês) 

*Obs: Independentemente do tipo de bebida e da quantidade de consumo. 

 

IV- CONDIÇÕES DE SAÚDE 

 

1. Classificação do estado do Parkinson baseado na escala de Hoehn e Yahr 

            (   ) I  (   ) II   (   ) III  (  ) IV  (   ) V 

 

2. Qual a idade de início da DP? 

________________________________________________________________________ 

 

3. Há quanto tempo está com DP? 

________________________________________________________________________ 

 

4. Alguem na família possui DP? 

_________________________________________________________________________ 
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5. Medicamentos já utilizados para o tratamento da DP. 

(Nome/ Posologia/ Tempo de tratamento) 

_________________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________________ 

6. Medicamentos em uso para tratamento da DP. 

            (Nome/ Posologia/ Tempo de tratamento) 

__________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________ 

 

7. Possui outras doenças?  

__________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________ 

 

8. Medicamentos em uso para tratamento de outras doenças 

           (Nome/ Posologia/ Tempo de tratamento) 

_________________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________________ 

*suplementos vitamínicos (cápsulas de vitaminas e/ou minerais) 

 

9. Realizou alguma cirurgia nos últimos dez anos?  (   ) SIM  (   ) NÃO 

Se a resposta for sim, qual foi o motivo da 

cirurgia?_______________________________ 
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APÊNDICE C- Capacidade antioxidante total do plasma (TRAP) 

 

Reagentes 

 

1. ABAP 200mM (Sigma-Aldrich®, EUA) 

Preparo no dia de uso 

Pesar 216,96mg de ABAP e dissolver em 4mL H2O destilada  

Agitar no vórtex  

Proteger com papel alumínio 

 

2. Luminol (Sigma-Aldrich®, EUA) 

Pesar 3,98mg de Luminol e dissolver em 10mL H2O destilada  

Agitar em vórtex 

Forma corpo de fundo 

Proteger com papel alumínio 

Conservar em geladeira 

 

3. Luminol - Solução de trabalho  

Preparar no dia do uso 

A partir da Solução Mãe, agitar o tubo e pipetar 400μL LUMINOL – SOL. MÃE e diluir com 

3600μL de H2O destilada 

Proteger com alumínio 

Agitar em vórtex 

 

4. TROLOX - Solução mãe (20μM) (Sigma-Aldrich®, EUA) 

Pesar 5mg e dissolver em 10mL Tampão Glicina pH=8,6  

Proteger com papel alumínio 

Agitar em vórtex 

Conservar em geladeira 

  

5. TROLOX - Solução de trabalho 

Preparo no dia de uso 

Agitar e pipetar 8μL TROLOX SOL. MÃE e diluir com 1592μL de Tampão Glicina  

pH = 8,6 

Agitar em vórtex 
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6. Tampão glicina (Synth®, Brasil) 

Pesar 3,75g de glicina dissolver com + 400mL H2O destilada em béquer de vidro 

Acertar pH em 8,6 com KOH 1M 

Transferir o tampão para balão volumétrico de 500mL e completar o volume 

Transferir o tampão para frasco de vidro identificado e conservar em geladeira. 

 

Procedimento 

 

 Antes de iniciar as reações com soro, fazer as curvas ABAP e com TROLOX 

 

Curva ABAP 

Tampão Glicina ______ 171µL 

Luminol ____________ 9,5µL 

ABAP ______________ 9,5µL 

Homogeneizar bem. 

 

Curva Trolox (fazer pelo menos em 

triplicata) 

Tampão Glicina ______ 171µL 

Luminol ____________ 9,5µL 

Trolox ______________9,5µL 

ABAP ______________ 9,5µL 

Tempo da curva Trolox entre 12 e 14 min 

Homogeneizar bem. 

 

Reação com Soro (fazer em triplicata) 

Tampão Glicina ______________ 171µL 

Luminol _______________________ 9,5µL 

Soro diluído 1 :20 com H2O_________5uL 

ABAP __________________________ 9,5µL 

Homogeneizar bem. 

 Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca Victor X-3, Perkin 

Elmer®, (Waltham, MA, EUA) em um modo de contagem não coincidente por 25 minutos e 

uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm com controle de temperatura de 30 C. Os 

resultados foram expressos em contagem por minuto (cpm).  O cálculo do valor de TRAP foi 

realizado seguindo a equação: 

TRAP(M Trolox)=  D4x amostra /Trolox 

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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Onde D4 é o fator de diluição da amostra (780), amostra, é o tempo de indução da amostra e 

Trolox, é o tempo de indução provocada pela adição de 1M Trolox. Os resultados foram 

expressos em M Trolox. 
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APÊNDICE D- Determinação de hidroperóxidos por espectrofotometria (LOOH- FOX) 

 

Reagentes 

 

1. H2SO4 250mM (Merck®, Germany) 

 

 Em um balão de 10mL colocar um pouco de água (em torno de 2mL).  Adicionar 

245µL de H2SO4 e completar o resto do balão com de água. 

 

2. Padrão: 1,1,3,3 tetraethoxypropane (TEP) 4mM (Sigma-Aldrich®, EUA) 

 

 Em um balão de 50mL colocar um pouco de água (em torno de 20mL). Adicionar 

48µL de TEP e completar o resto do balão com de água. 

 

3. Reagente de FOX  

 

 Em um frasco que comporte 100mL adicionar os reagentes na seguinte ordem:  

primeiro colocaremos 90mL metanol (Vetec®, Brasil) puro e adicionaremos em seguida 

10mL de H2SO4 250mM (preparado conforme item acima). Após esta fase colocaremos o 

88mg BHT (Vetec®, Brasil) seguido de 7,6mg de xylenol orange (Acros ®, Bélgica). Para 

terminar o reagente adicionamos 9,8mg de sulfato de ferro amoníaco hexahidratado (Synth®, 

Brasil). O reagente deve ser armazenado em geladeira e ao abrigo da luz. O reagente só 

pode ser utilizado por até 2 dias. 

 

Curva de calibração 

 

REAGENTES BRANCO P1 P2 P3 P4 P5 

Concentração (mM) - 4,0 2,0 1,0 0,500 0,250 

H2O deionizada (µL) - - 100 100 100 100 

Padrão TEP (µL) - - 100 100 100 100 

Reagente de FOX (µL) 900 900 900 900 900 900 
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Procedimento - amostra 

  

REAGENTES BRANCO AMOSTRA 

Amostra (µL) (triplicata) - 100 

Reagente de FOX (µL) 900 900 

  

 A reação da curva foi incubada à temperatura ambiente durante 30 minutos e a 

reação da amostra também foi incubada durante esse mesmo período e depois centrifugada 

durante 10 minutos a 3000rpm e em seguida feita a leitura em espectrofotômetro Helios α, 

Thermo Spectronic® (Waltham, MA, EUA), em comprimento de onda de 560 nm. A 

concentração de FOX foi expressa em mM.   

 

Cálculo do fator: 

 

 Fator= concentração do padrão 

  leitura do espectrofotômetro 

Obs.: Fator +/- 6 

 

Cálculo da concentração da amostra: 

Concentração= fator x leitura da amostra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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APÊNDICE E- Determinação de hidroperóxidos por quimiluminescência (LOOH-QL) 

 

Reagente 

 

1.Diluição do T-butil 

 

Diluir 386µL de t-butil + 9614µL de água destilada deionizada. O  t-butil deve ficar na 

geladeira e ao abrigo da luz. 

 

Procedimento 

 

Programação do aparelho contador β marca Beckman® LS 6000 (Fullerton, CA, EUA) 

 

Manter a temperatura do aparelho (OUT) entre 29 e 31º C 

 

 Main Menu – sel Review and Edit User Program 

 Review/Edit – sel Luminescencia 

 Review/Edit – sel Counting time: 0,5min 

 Edit Other Parameters 

 Edit Other Parameters – sel Data Calculation 

 Data Calculation – sel number of data points: 5 

 sel count time/data point: 0,10 

 sel count sample set: 1 

 sel factor: 1 

 Voltar ao menu principal 

 Automatic start (quando a rack já estiver dentro do aparelho) 

 

Colocar os tubos na rack (vazios) para fazer a pré-leitura e escolher os melhores frascos 

(12) – aqueles com leituras basais parecidas. Manipular os frascos no escuro. 

 

Reação 

 

 6 primeiros frascos : Estimulados 

 1730µL de tampão fosfato KCl 

 250µL de plasma 

 20µL de T-butil (diluído) 

 6 últimos frascos : Brancos 
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 1730µL de tampão fosfato KCl 

 250µL de plasma 

 

Cálculo 

 

- Em cada leitura: Calcular a média de cada paciente desprezando o 1º valor, calcular a 

média dos tubos brancos, desprezando o 1º valor também 

- Diminuir a média dos tubos brancos dos tubos estimulados correspondentes 

- Calcular a média das 12 leituras. 

O resultado é expresso em com. 
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APÊNDICE F - Determinação de malondialdeído (MDA) 

 

Reagentes 

 

Para todas as soluções usar água Milli-Q. 

 

1. BHT 0,2% (Vetec®, Brasil) 

Pesar 0,1g de BHT e diluir em 50mL de etanol (Synth®, Brasil). Armazenar em um tubo 

falcon a temperatura ambiente 

 

2. TCA 7,2% (Synth®, Brasil) + KI 1% (sol. Água) (Merck®, Germany) 

Pesar 1g de KI e 7,2g de TCA e diluir em 100mL de água. Armazenar ao abrigo da luz e na 

geladeira.  

 

3. TBA 0,6% (sol. Água) (Sigma-Aldrich®, EUA) 

Pesar 0,6g de TBA e diluir em 100mL de água. Esquentar para dissolução!!! 60°C + peixinho 

no agitador.  

 

4. NaOH 10N (Nuclear®, Brasil) 

Pesar 1,2g de NaOH e diluir em 3mL de Água MiliQ - validade de 1 semana. Armazenar na 

geladeira. 

 

5. H2SO4 1% (Merck®, Germany) 

2ml Ác. Conc. + 198mL de ÁguaMiliQ 

 

6. Tampão fosfato (Fase móvel) 

Pesar 5,3g de KH2PO4 (Nuclear®, Brasil) e 10,62 de K2HPO4 (Êxodo científica®, Brasil), 

dissolver em 2L de Água Milli-Q. 

Acertar o pH = 7,0. 

Filtrar o tampão. 

Colocar no ultrassom por 10 min. Armazenar em geladeira. 

 

7. Preparo da Fase Móvel 

Tampão fosfato 50nM pH 7,0 (65%) + metanol grau HPLC (35%) (Panreac®, Espanha) 
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Preparo da Curva de Calibração 

 

Solução padrão de MDA (Acros®, Bélgica) 

Diluir 22µL de MDA em 10mL de H2SO4 1% em um balão de 10 mL. 

Deixar em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 2 horas. 

Após, armazenar ao abrigo da luz, em geladeira. 

 

Solução de MDA diluída (300x) 

Em um eppendorf, diluir 5µL da solução diluída de MDA em 1495µL de H2SO4 1%. 

Armazenar ao abrigo da luz, em geladeira. 

 

Leitura da solução diluída em espectrofotômetro 

Fazer a leitura da solução diluída em 245 nm com cubeta de quartzo. Usar H2SO4 1% como 

branco.  

A D.O. da solução deve estar entre 0,6-0,7 

(Variação aceitável de um dia para outro  15%) 

Utilizar a D.O. obtida para calcular a concentração real de MDA na solução: 

C= A/ ξ     (sendo C = [ ], A = absorbância e  ξ=13700) 

Obtida a concentração real da solução diluída de MDA, calcular as diluições necessárias 

para obter as concentrações de 0,05; 0,25; 0,50; 1,00; 1,5; 2,00. Manter o volume final de 

250µL. 

 Os pontos da curva de calibração devem ser preparados a partir da solução diluída 

de MDA e devem ser diluídos em um pool de plasma de 6 indivíduos saudáveis. Fazer um 

branco contendo 250µL de pool de plasma. Seguir os passos para o preparo de amostras 

também para a curva de calibração e para o branco. 

 

Preparo das Amostras/Curva de Calibração 

 

 Para não ocorrer interferência devido à presença de fibrina, é preciso centrifugar as 

amostras antes de qualquer etapa! (10000 rpm/5 min). 

As amostras podem ser preparadas no dia anterior à injeção no CLAE (armazenar em 

geladeira). 
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Eppendorfs de 2mL:  

250μl amostra/curva/branco + 36μl BHT + 12,5μl NaOH 10N  

 

Banho de 60°C/30 min com agitação leve 

 

Banho de gelo por 10 minutos 

 

 

1500μl TCA/KI 

 

 

Vórtex 

    Centrifugar 3300 rpm/10 min 

      

 

Retirar 1000μl sobrenadante, colocar no criotubo com tampa de rosca! 

+ 500μl TBA 

 

    

Vórtex 

Banho de 90°C/45 min  

Esperar esfriar! Abrir aos poucos. 

Injetar CLAE (20μl) 

 

 Para a realização das análise do aduto TBA-MDA-TBA é utilizado um sistema de 

CLAE Alliance e2695, Waters® (Barueri, SP, Brasil) com uma coluna Eclipse XDB-C18  

4,6mm x 250mm 5µm, Agilent® (Santa Clara, CA, EUA) e uma fase móvel composta por 

65% tampão fosfato (50nM pH 7,0) e 35% metanol grau HPLC, com a taxa de fluxo de 1,0 

mL de fase móvel por minuto, mantendo a coluna em uma temperatura constante de 30ºC. A 

leitura é realizada com um comprimento de onda fixado em 532 nm. 

 Para análise dos dados é utilizada a curva de calibração preparada com a solução 

de MDA em suas diferentes concentrações traçando medidas de área de pico a 532 nm 

contra a concentração. A concentração de MDA nas amostras é quantificado com base na 

curva de calibração e expressas em µmol de MDA/mg de proteínas. 
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APÊNDICE G- Determinação de subprodutos do óxido nítrico (NOx) 

 

Reagentes  

 

1. Sulfato de Zinco 75mmol/L (CAAL®, Brasil) 

2,156g _______ 100mL H2O destilada 

Pesar 2,156g de Sulfato de Zinco, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver com 

um pouco de água destilada e completar o volume para 100mL. 

Armazenar em geladeira. 

 

2. Hidróxido de Sódio 55mmol/L (Nuclear®, Brasil) 

220mg_______ 100mL H2O destilada 

Pesar 220mg de Hidróxido de Sódio, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver 

com um pouco de água destilada e completar o volume para 100mL. 

Armazenar em geladeira. 

 

3. Tampão Glicina (45g/L, pH 9,7) (Synth®, Brasil) 

4,5g_________ 100mL H2O destilada 

Pesar 4,5g de tampão glicina, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver com um 

pouco de água destilada e completar o volume para 100mL. 

Armazenar em geladeira. 

 

4. Tampão Glicina (15g/L, pH 9,7) (Synth®, Brasil) 

1,5g_________ 100mL H2O destilada 

Pesar 1,5g de tampão glicina, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver com um 

pouco de água destilada e completar o volume para 100mL. Acertar o pH em 9,7 utilizando 

hidróxido de sódio. 

Armazenar em geladeira.  

 

5. Sulfato de cobre 5mmol/L (Synth®, Brasil) em Tampão Glicina (15g/L, pH 9,7) 

62,42mg_______ 50mL de tampão Glicina-NaOH 

Pesar 62,42mg de Sulfato de cobre, adicionar em balão volumétrico de 50mL, dissolver com 

um pouco de tampão glicina 15g/L e completar o volume para 50mL. 

Preparado no dia de uso. 

 

6. Ácido Sulfúrico100mmol/L (Merck®, Germany) 

1,4mL H2SO4 ________ 250mL H2O destilada 
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Adicionar um pouco de água destilada em um balão volumétrico de 250mL, pipetar 1,4mL 

de Ácido sulfúrico e completar o volume para 250mL. 

Preparar o reagente em capela. 

Armazenar em temperatura ambiente. 

 

7. Sol. Estoque Padrão NaNO2 100mM (Synth®, Brasil) 

69,00mg _______ 10mL H2O destilada 

Pesar 69mg de NaNO2e adicionar em um tubo de vidro. Adicionar 10 mL de água destilada. 

Tampar tudo com parafilm e verter para dissolver. 

Armazenar em geladeira e ao abrigo da luz. 

 

8. Reagente 1 – Sulfanilamida (Acros®, Bélgica) 

2,0g Sulfanilamida ________ 100mL de Ácido Fosfórico 5% 

Pesar 2g de Sulfanilamida, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver com um 

pouco de ácido fosfórico 5% e completar o volume para 100mL. Armazenar em geladeira e 

ao abrigo da luz.  

 

9. Reagente 2-N-naphthylethylenediaminedihydrochoride (NEDD) 

  (Sigma Aldrich®,EUA) 

200mg NEDD _____ 100mL H2O destilada 

Pesar 200mg de NEDD, adicionar em balão volumétrico de 100mL, dissolver com um pouco 

de água destilada e completar o volume para 100mL. 

Armazenar em geladeira e ao abrigo da luz. 

 

Desproteinização 

 

Adicionar, em eppendorf, em triplicata, 60μL de amostra + 60μL de 75mmol/L ZnSO4; 

Agitar 30sec no vórtex; 

Centrifugar por 2min a 10000rpm a temperatura ambiente; 

Após centrifugar, adicionar 70μL de 55mmol/L NaOH; 

Agitar 30sec no vórtex (não precisa quebrar o sedimento) 

Centrifugar por 5min a 10000rpm a temperatura ambiente; 

Transferir 150μL do sobrenadante para tubo de ensaio de vidro pequeno (sobrenadante não 

deve estar turvo); 

Adicionar 50μL de tampão glicina (45g/L, pH 9,7). 
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Ativação dos grânulos de cádmio (Sigma-Aldrich®, EUA) 

Para esta técnica utiliza-se 3 grânulos pequenos.  

Grânulos ficam estocados em H2SO4 100mmol/L  

Em capela, lavar os grânulos que serão utilizados com H2O destilada 3 vezes (com auxílio 

de um béquer e uma peneira) 

Colocar a solução de CuSO4 5mmol/L em um pote e adicionar os grânulos previamente 

lavados. São então, deixados em contato por 5min. 

Os grânulos ativados devem então ser usados dentro de 10min. 

Retirar os grânulos da solução e adicionar a quantidade necessária em cada vial. 

Após o uso, os grânulos são lavados e estocados em 100mmol/L de H2SO4. 

Os grânulos que ficarem pretos mesmo após serem lavados com H2SO4 devem ser 

descartados.  

 

Redução do nitrato a nitrito 

 

3 grânulos são adicionados ao tubo de ensaio contendo a amostra e o tampão glicina. 

      Procurar utilizar os grânulos com tamanhos próximos! 

Deixar em agitação contínua por 10min em agitador tipo Kline; 

Transferir 100μL de cada amostra para a microplaca para a determinação de nitritos. 

Curva de calibração (triplicata) 

 

 Fazer a diluição dos padrões na própria microplaca antes de adicionar qualquer 

reagente. 

 

1. Preparar a Solução de Uso NaNO2 125μmol/L (P5): Em um balão volumétrico de 100mL 

dissolver 125μL de Solução Estoque Padrão NaNO2 100mM 

2. Adicionar 100μL de água destilada nos poços A1, A2, A3 (brancos) 

3. Adicionar 100μL Solução de Uso NaNO2 125μmol/L  no poço B1, B2, B3 (primeiro 

ponto)  

4. Adicionar 100μL de água destilada nos poços C1, C2, C3, D1, D2, D3, E1, E2, E3, F1, 

F2, F3 

5. Adicionar 100μL Solução de Uso NaNO2 125μmol/L  no poço C1 e homogeneizar com a 

própria pipeta. 

6. Transferir 100μL da solução C1 para o poço D1 e homogeneizar com a própria pipeta. 

7. Transferir 100μL da solução D1 para o poço E1 e homogeneizar com a própria pipeta. 

8. Transferir 100μL da solução E1 para o poço F1 e homogeneizar com a própria pipeta. 

9. Retirar 100μL do poço F1 e descartar. 
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10. Repetir o mesmo procedimento (a partir do passo 5) para as outras duas curvas de 

calibração (Coluna 2 e 3) 

 

Quantificação do teor de nitritos 

 

 Após a adição das amostras e da diluição seriada do padrão na microplaca, 

adiciona-se 50 μL do Reagente 1 e 50 μL do Reagente 2 a cada poço. Incubar por 10min a 

temperatura ambiente. A leitura é realizada em uma leitora de microplacas Asys Expert Plus, 

Biochrom® (Holliston, MA, EUA), 540nm. 

 Importante: Toda solução que entrou em contato com o cádmio deve ser descartada 

como resíduo tóxico (armazenar em potes de plástico para descarte adequado) 

 

Cálculo do fator: 

 

 Fator=      concentração do padrão 

  leitura do espectrofotômetro 

Obs.: Fator +/-70 

 

Cálculo da concentração da amostra: Concentração= fator x leitura da amostra 
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APÊNDICE H- Determinação da superóxido dismutase (SOD) 

 

 Colher amostra de sangue com EDTA. Lavar as hemácias 3x com solução 

fisiológica para obter papa de hemácia necessária ao preparo do hemolisado (5 minutos à 

300rpm em tubo Falcon). 

 

Preparo do Hemolisado 

 

 Solução de hemácias diluídas a 1/20 em água destilada (50µl de papa de hemácia 

pré-lavada + 950µl de água destilada). Determinar a hemoglobina com essa mesma diluição 

utilizando solução salina. 

 

Reagentes 

 

1- Pirogallol (Merck®, Germany) 

6,3 mg de pirogallol + 5 ml de HCL 0,001N 

Manter ao abrigo da luz. Preparar no dia. 

 

2- Tampão Tris (Hidroximetil) aminometano 

Pesar 12,12 g TRIS (Sigma-Aldrich®, EUA) + 0,186g EDTA (Synth, Brasil) – Os reagentes 

foram dissolvidos em 60 mL de água destilada, acertado o pH com HCl puro e completado o 

volume para 100 mL com água destilada. 

Manter na geladeira. 

 

3- Ácido clorídrico 0,12N (Merck®, Germany) 

1,20 mL de HCL + 100 mL de água destilada ou 

 

 A temperatura do fotômetro deve ser estabilizada em 37ºC e a leitura realizada em 

420 nm, durante 5 minutos anotando a variação de D.O. a cada minuto.  

 

Curva do pirogallol 

 

REAGENTES BRANCO REAÇÃO 

Água destilada 880 µl 860µl 

Tampão tris 100 µl 100 µl 

Pirogallol - 15 µl 
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Curva da reação 

 

REAGENTES BRANCO REAÇÃO 

Água destilada   880 µl 860 µl 

Tampão tris   100 µl  100 µl 

Amostra (he a 1/20) Usar com10, 20 e 30 µl Usar com  10, 20 e 30 µl 

Pirogallol                   -       15 µl 

 

Cálculo da concentração da amostra 

 

Foi realizada a razão:   

                                                         r  =  a 

                                                                 b  

a = variação da densidade óptica da amostra  4 minutos (DO com 5 minutos, subtraída da 

DO no minuto 1) ÷ 4 para ser em minuto  

b = variação da densidade óptica do pirogallol em 4 minutos (DO com 5 minutos, sub- traída 

da DO  no minuto 1) ÷ 4 para ser em minuto.  

 

 No programa Origin, coloco à esquerda os volumes da amostra utilizados para  plotar 

a curva e à direita a razão de cada um deles.  Os volumes foram: 0 que equivale ao ponto 

máximo da curva, ou seja 1. 10, 20 e 30 µl, com as suas respectivas razões. De posse 

destes valores obtivemos uma tabela de semilog (log 10 de 0,1 a 1) para obtermos uma 

reta. Nesta curva analise o ponto de interceção do eixo y com a curva e deste ponto, o 

equivalente a 50% dele. O valor de X equivalente a este 50%, equivale a uma unidade SOD 

em microlitros. O resultado final é expresso em USOD/mg de hemoglobina/minuto. 
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APÊNDICE I- Determinação da catalase 

 

 Colher amostra de sangue com EDTA. Lavar as hemácias 3x com solução 

fisiológica para obter papa de hemácia necessária ao preparo do hemolisado (5 minutos à 

300rpm em tubo Falcon). 

 

Preparo do hemolisado  

A partir de papa de hemácia lavada, foi feito na proporção de 1/200 com água destilada 

(10L de hemácia lavada + 1990L de água destilada). Determinar a hemoglobina com 

diluição da SOD. 

 

Reagentes 

 

1- Tampão TRIS/HCl - 1M EDTA 5 mM PH 8,0  

Pesar 12,12 g TRIS (Sigma-Aldrich®, EUA) + 0,186g EDTA (Synth®, Brasil) – Os reagentes 

foram dissolvidos em 60mL de água destilada, acertado o pH com HCl puro e completado o 

volume para 100mL com água destilada. 

 

2- Solução H2O2 200mM (Synth®, Brasil) 

 220L tampão tris EDTA pH 8,0 + 2mL de água destilada + 60L H2O2 30%. 

 

Procedimento 

 

 Após o preparo da solução de H2O2 200 mM, foi realizada uma leitura a 240 nm, 

temperatura de 25°C para padronização. A leitura da D.O. deve estar em torno de 0,500 

(0,480 a 0.520). Caso esta leitura não seja obtida, fazer a correção, aumentando ou 

diminuindo a quantidade de H2O2 30%. 

REAGENTES BRANCO REAÇÃO 

 

Água destilada 

 

200 L 

 

200 L 

 

Tampão Tris/HCL EDTA  pH 8,0 

 

1790 L 

 

1690 L 

H2O2 30% 200mM - 100 L 

Uma vez padronizada a solução de H2O2 30% 200mM, a reação foi realizada conforme 

protocolo descrito na tabela seguinte:  
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AMOSTRA/REAGENTES BRANCO REAÇÃO 

 

Água destilada 

 

200 L 

 

200 L 

 

Tampão Tris/HCL EDTA pH 8,0 

 

1790 L 

 

1690 L 

 

Amostra (Hemolisado 1/200) 

 

5 L 

 

5 L 

 

*H2O2 30% 200mM 

 

- 

 

100 L 

  

 O comprimento de onda utilizado foi de 240nm e a temperatura de 25°C. 

Acrescentamos o H2O2 30%  200mM  e disparamos o cronômetro, marcando o valor da D.O 

em um segundo e em 30 segundo.  

 

Cálculo da concentração da amostra 

 

 A cálculo da medida da atividade da catalase foi realizada com a diferença do tempo 

inicial, antes da adição e após trinta segundo da adição de H2O2 30% 200mM. O resultado 

foi expresso em segundos e corrigido por gramas de hemoglobina (s/mg Hb). 
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APÊNDICE J- Determinação do grupamento sulfidrila (SH) 

 

Reagentes 

 

1. Tampão Tris base 0,25M (Sigma-Aldrich®, EUA) e EDTA 20mM (Synth®), Brasil- pH 8.2 

Pesar 3,028g Tris base, 0,7445g EDTA e diluir em 100mL H2O (qsp). Ajustar o pH para 8.2. 

 

2. DTNB 10mM 

Pesar 39,635mg DTNB (Sigma-Aldrich®, EUA) e diluir em 10mL de metanol (Vetec®, Brasil) 

(qsp).  

Armazenar na geladeira ao abrigo da Luz. Pode ser utilizado até por 2 semana. 

 

Procedimento 

 

Reagentes Branco Amostra 

Tampão Tris-EDTA (µL) 1000 1000 

Plasma (µL) - 50 

Agitar e realizar leitura em espectrofotômetro em 412 nm (leitura A1) 

 

Em seguida, adicionar 

 

Reagentes Branco com DTNB Amostra 

DTNB 10mM (µL) 20 20 

 

Esperar 15 minutos a temperatura ambiente. Ler em 412 nm (leitura A2). 

Realizar também uma leitura do branco só com DTNB 10mM. 

 

Cálculo: 

 

Concentração de SH total (mM) = (A2 - A1 - B com DTNB) x 1,57mM 

Corrigir essa concentração pela quantidade de proteínas totais no plasma. O resultado é 

expresso em µM/mg Pt. 
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APÊNDICE K- Determinação da atividade da paraoxonase 1 (PON-1) 

 

1. Preparo da Solução de Estoque de Tampão TRIS-HCl1M 

 

Pesar 39,41g e diluir em 250mL de H2O deionizada. 

 

Ajustar o pH para 8,0 e armazenar em geladeira. Corrigir o pH todos os dias antes do uso – 

para o uso, o pH poderá variar entre 8,0 e 8,5 

 

2. Preparo da Solução de Estoque de CaCl2 1M 

 

Pesar 7,35g e diluir em 50mL de H2O. 

 

Filtrar a solução em papel de filtro após o preparo e armazenar em geladeira. 

 

3. Preparo do Tampão A – Preparar no dia do uso 

 

Para 100mL de H2O: 2mL Solução Estoque de TRIS-HCl pH8,0 

   100µL Solução Estoque de CaCl2 

 

4. Preparo do Tampão B – Preparar no dia do uso 

 

Para 50mL de H2O:  450µL Solução Estoque de TRIS-HCl pH8,0 

 45µL Solução Estoque de CaCl2 

 

Preparo das amostras: 

 

Antes de diluir as amostras, os tubos/criotubos de armazenamento deverão ser 

centrifugados a 10000 RPM, por 5min e refrigerados a 10ºC. 

 

Procedimento 

 

 Diluir a amostra 1:80 – 5µL da amostra e 395µL do Tampão A 

As amostras, após serem diluídas, deverão ser processadas em até 30min. 

Preparo do Substrato de PA-No Salt: 

 

Diluir 10mL do Tampão B + 5µL do Reagente PA (fenil-acetato) 
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Esta solução de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, NO 

MOMENTO DO USO e não deverá ser utilizada após 2 horas de seu preparo. 

Agitar vigorosamente por 30 segundos. 

 

Reação: 

 Adicionar 20µL da amostra diluída 1:80 nos poços em que ocorrerá a reação. Ao fim, 

adicionar 200µL da solução do Substrato de PA-No Salt e proceder a leitura. 

 

Parâmetros de leitura – Utilizar modelo pré-definido no leitor de microplacas EnSpire, 

Perkin Elmer® (Waltham, MA, EUA). 

Leitura cinética a 25ºC – 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15 segundos entre as 

leituras; o tempo total da reação é de 4min. 

Após as leituras cinéticas, serão realizadas mais duas leituras (em 900nm e 977nm) para a 

correção do path length (caminho ótico); 

 

Análise dos resultados 

 

Os resultados das16 leituras em todas as reações deverão ser corrigidos da mesma forma.  

A primeira etapa é a correção por baseline correction, esta correção deverá ser feita para 

realizar a comparação da atividade da cinética enzimática; 

 As amostras cujas replicatas variarem mais de 10% ou que apresentarem um valor der2 

inferior a 0,99 deverão ser reprocessadas. 

Somente a primeira porção linear da curva deverá ser utilizada na análise final. A análise 

deverá ser feita em mDO, e o valor das médias das leituras deverá ser utilizado na fórmula 

de cálculo de atividade (expresso em U/mL). 

 

Fórmula 

 

Onde: 

ε Coeficiente de extinção molar 

Para o produto de hidrólise do fenil-acetato (fenol) = 1,31mMol/Lcm-1 

Correção do caminho ótico (Path length correction) 

Greiner bio-one. Application Note: UV/VIS Spectroscopy in Microplates UV-Star®, μClear®, 

MICROLON® and 

CELLSTAR®<http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application_notes/> 

http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application_notes/
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Correção pela geometria da placa – para placas com poços cilíndricos de fundo chato: 

Utilizando as especificações do fabricante quanto ao diâmetro dos poços, fazer o seguinte 

cálculo: 

 

Onde: 

h = fator de correção para a placa 

V = volume final que será utilizado 

d = média dos diâmetros especificados 

 

 

 

 

 


