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RESUMO

O estresse oxidativo e a perda na qualidade de vida sdo achados comuns em pacientes com
doenca renal cronica em hemodialise e estdo associados ao desenvolvimento de outros
processos patoldgicos, bem como na progressdao da propria. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito da auriculoterapia e do exercicio fisico resistido, associados ou ndo,
como terapias nao farmacoldgicas no perfil oxidativo, no manejo clinico dos exames
bioquimicos de rotina e na qualidade de vida de pacientes renais cronicos submetidos ao
tratamento hemodialitico. A amostra foi dividida em 4 grupos sendo: Grupo Controle, Grupo
Auriculoterapia, Grupo Exercicio Fisico Resistido, Grupo Auriculoterapia+Exercicio Fisico
Resistido. Foram analisados antes e apos as intervengdes com o intuito de avaliar o perfil
oxidativo os niveis de Tidis Proteicos (PSH), Tidis Nao Proteicos (NPSH), atividade da
Superdxido Dismutase (SOD), Vitamina C, atividade da Mieloperoxidase (MPO), Espécies
Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) e Proteina C-reativa. Para avaliar o efeito das
intervengoes sobre os padroes bioquimicos foram utilizados dados de prontuario referente aos
exames mensais de Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), Albumina, 25-Hidroxivitamina D,
Célcio, Creatinina, Glicose, HDL, LDL, Potassio, Sodio, Ureia e Ureia pos sessao. A qualidade
de vida foi analisada pelo questionario 36- ltem Short Form Survey (SF-36). Para as analises
estatisticas foram utilizados os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste de Dixon para
outliers, posteriormente os testes de Willcoxon e Anova de duas vias através do software
Statistica® 8.0 (STATSOFT). Referente aos componentes antioxidantes, os niveis da Vitamina
C aumentaram (p<0,05) apés as intervencdes de exercicio fisico resistido e associagdo entre
auriculoterapia e exercicio fisico resistido. A atividade antioxidante da SOD aumentou (p<0,05)
com todos os tratamentos propostos. Os niveis de NPSH encontraram-se diminuidos (p<0,05)
em todos os grupos. Os marcadores de danos oxidativos foram diminuidos (p<0,05) nos grupos
exercicio fisico resistido e na associagao entre auriculoterapia e exercicio fisico resistido no que
se refere a atividade da MPO. Nos grupos de auriculoterapia e associacao entre auriculoterapia
e exercicio fisico houve diminui¢do (p<0,05) nos niveis de TBARS. Alguns componentes
bioquimicos foram alterados apds os tratamentos, onde o protocolo de auriculoterapia
desencadeou a diminui¢do (p<0,05) nos valores de Glicose e Sédio e o aumento (p<0,05) nos
valores da TFG e Albumina. O protocolo de exercicio fisico resistido promoveu diminui¢ao
(p<0,05) nos valores de Albumina e Sédio e aumento (p<0,05) na TFG. A associagdo entre
auriculoterapia e exercicio fisico resistido foi responsavel pelo diminuigdo (p<0,05) nos valores
de Albumina, S6dio e Ureia. Os aspectos da qualidade de vida melhoraram (p<0,05) em todos
os grupos de interven¢do, dando énfase na associacdo entre auriculoterapia e exercicio fisico
resistido que teve impacto em todos os componentes. A aplicacdo dos tratamentos de
auriculoterapia e exercicio fisico resistido em pacientes em hemodialise promoveram protecao
sobre o estresse oxidativo, alteraram padrdes bioquimicos e para mais também serviram como
ferramentas para o aumento da percepgao de qualidade de vida.

Palavras-chave: Auriculoterapia. Exercicio Fisico. Estresse Oxidativo. Qualidade de Vida.
Insuficiéncia Renal Cronica.



ABSTRACT

Oxidative stress and loss in quality of life are common findings in patients with chronic kidney
disease on haemodialysis and are associated with the development of other pathological
processes, as well as in the progression of the disease itself. The objective of the present work
was to evaluate the effect of auriculotherapy and resistance exercise, associated or not, as non-
pharmacological therapies on the oxidative profile, on the clinical management of routine
biochemical tests, and on the quality of life of chronic renal patients undergoing hemodialysis
treatment. The sample was divided into 4 groups: Control Group, Auriculotherapy Group,
Resistance Exercise Group, Auriculotherapy+Resistance Exercise Group. The levels of Protein
Thiols (PSH), Non-Protein Thiols (NPSH), Superoxide Dismutase (SOD) activity, Vitamin C,
Myeloperoxidase (MPO) activity, Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS) and C-
reactive protein were analyzed before and after the interventions in order to assess the oxidative
profile. To evaluate the effect of the interventions on biochemical patterns, medical record data
on monthly GFR, albumin, 25-hydroxyvitamin D, calcium, creatinine, glucose, HDL, LDL,
potassium, sodium, urea, and post-session urea tests were used. Quality of life was analyzed by
the 36-item Short Form Survey (SF-36). For the statistical analyses the Shapiro-Wilk normality
test and the Dixon test for outliers were used, followed by the Willcoxon test and two-way
Anova using the Statistica® 8.0 software (STATSOFT). Regarding the antioxidant components,
Vitamin C levels increased (p<0.05) after the interventions of resistance exercise and
association between auriculotherapy and resistance exercise. The antioxidant activity of SOD
increased (p<0.05) with all the proposed treatments. The levels of NPSH were decreased
(p<0.05) in all groups. Markers of oxidative damage were decreased (p<0.05) in the resistance
exercise groups and in the association between auriculotherapy and resistance exercise with
regard to MPO activity. In the auriculotherapy and association between auriculotherapy and
physical exercise groups there was a decrease (p<0.05) in TBARS levels. Some biochemical
components were altered after the treatments, where the auriculotherapy protocol triggered the
decrease (p<0.05) in Glucose and Sodium values and the increase (p<0.05) in GFR and Albumin
values. The resistance exercise protocol promoted decrease (p<0.05) in Albumin and Sodium
values and increase (p<0.05) in GFR. The association between auriculotherapy and resistance
exercise was responsible for the decrease (p<0.05) in Albumin, Sodium and Urea values.
Quality of life aspects improved (p<0.05) in all intervention groups, emphasizing the
association between auriculotherapy and resistance exercise that had an impact on all
components. The application of auriculotherapy and resistance exercise treatments in
hemodialysis patients promoted protection on oxidative stress, changed biochemical patterns
and for more also served as tools for increasing perceived quality of life.

Keywords: Auriculotherapy. Physical exercise. Oxidative stress. Quality of life. Chronic
Kidney Failure.
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1 INTRODUCAO

A doenga renal cronica caracteriza-se por uma diminuicao lenta e progressiva da capacidade
dos rins de filtrar os residuos metabolicos do sangue, € que em alguns casos pode ocorrer de maneira
aguda. Observa-se a ocorréncia da doenca em periodo variavel, determinado por condigdes
associativas e desencadeantes como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e glomerulopatias
(DRAWZ; RAHMAN, 2015).

Segundo o Ministério da Satide (2014), em suas Diretrizes Clinicas para o cuidado ao paciente
com doenga renal cronica no Sistema Unico de Saude, a doenga ¢ considerada um grave problema &
saude publica, pois a incidéncia e a prevaléncia estdo em considerdvel aumento e o custo do
tratamento torna-se elevado, demonstrando necessidade de acdes preventivas e de tratamentos
auxiliares.

Uma das alternativas mais eficazes para o tratamento de insuficiéncia renal ¢ hemodialise, que
consiste em uma técnica de filtracdo do sangue realizada por uma maquina capaz de reter toxinas e
outros componentes metabolicos, realizando a fun¢ao bésica dos rins (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE NEFROLOGIA, 2020). Analisa-se que tanto a condicao cronica de saide quanto a dindmica de
tratamento, sado fatores estressores que podem desestruturar a rotina e as expectativas desses pacientes,
ocasionando um impacto consideravel em sua qualidade de vida, o que acarretard mais dificuldades
durante o tratamento (BEZERRA; HORA; GIL, 2018).

Devido a condigdo patoldgica da doenga renal cronica, assim como também o método da
hemodialise, ¢ encontrado um ambiente favoravel para o aumento do estresse oxidativo, onde ¢é
possivel identificar aumento de radicais livres e diminui¢do de defesas antioxidantes quando
comparado com individuos saudaveis. Se o estresse oxidativo ndo for controlado e se perdurar a longo
prazo, os danos biomoleculares causados podem influenciar na progressao da doenca renal cronica e
dificultar seu tratamento (ZARGARI, SEDIGHI, 2015; PEDRUZZI et al.,2015).

Sendo assim, buscam-se cada vez mais alternativas para o tratamento auxiliar da doenga renal
cronica, sendo o exercicio fisico empregado como terapéutica, tendo em vista seus beneficios em
outras doencas e condi¢des de saude, como diabetes e hipertensao (HEIWE, JACOBSON, 2014;
AOIKE et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020). Ja referente a utilizagao do exercicio fisico resistido na
doenga renal cronica, € perceptivel o aumento na produgdo de defesas antioxidantes, assim como a

capacidade oxidativa dos musculos, além de aumentar a resisténcia dos 6rgaos e tecidos contra a acao



15

deletéria dos radicais livres, sendo uma ferramenta util para o manejo clinico desses pacientes
(SIMIONI et al., 2018; MAGHERINI et al., 2019, THIRUPATHI, PINHO, CHANG, 2020).

Outra alternativa adotada para o manejo de pacientes ¢ a auriculoterapia, mostrando resultados
positivos na melhora clinica e no tratamento de sintomas oriundos de diversas doengas ¢ condigdes
de satde, como em dores crdonicas, no tratamento de diabetes, alergias e problemas osteomusculares.
Tendo em vista o comprometimento fisico e psicolégico dos pacientes que se encontram em
hemodialise, a auriculoterapia emprega-se como tratamento auxiliar por meio da percepgdo de
melhora dos pacientes, assim como pela sua modulagdo imune comprovada (YEH et al., 2014; HOU
et al., 2015; ALIMI, CHELLY, 2018; MELO et al., 2019; LU, LI, 2020).

Nesse sentido, a auriculoterapia e o exercicio fisico resistido mostram-se como ferramentas
praticas e eficientes para o tratamento de pacientes com doenga renal cronica que se encontram em
hemodialise. Além de possuirem métodos de utiliza¢do e avaliagdo nao invasivos, proporcionam aos
pacientes melhora na percepgao de qualidade de vida e melhora clinica no que se refere aos sintomas
adversos que o tratamento hemodialitico proporciona, como disturbios de pressao arterial, cefaleias,
dores musculares, ansiedade e depressio. E notavel que a utilizagio desses tratamentos nio
farmacologicos também propicia a modulagdo de pardmetros do estresse oxidativo, o que acarreta na

diminuicdo da progressdo da doenca renal cronica.

2. JUSTIFICATIVA

Hé evidéncias na literatura de que pacientes em terapia renal substitutiva apresentam
comprometimento da for¢a muscular, sarcopenia e disfungdes articulares, principalmente apos o
inicio do tratamento hemodialitico, desencadeando quadros de dor e de cdimbras, que afetam
negativamente a sua saude funcional (JOHANSEN, 2006; PEDRUZZI et al., 2015; ZARGARI,
SEDIGHI, 2015). Também existem dados referentes ao aumento consideravel de sintomas
psicossomaticos relacionados a ansiedade e a depressdo, devido as conjunturas da técnica da
hemodidlise, o que afeta diretamente sua qualidade de vida (BEZERRA; HORA; GIL, 2018;
SANTOS et. al, 2018; JESUS et al., 2019). Ainda sob essas condigdes, os pacientes acometidos por
doenca renal cronica em hemodialise, apresentam um perfil oxidativo alterado, ocasionando danos
celulares, oriundos de altas taxas de estresse oxidativo em seu organismo (SAHNI, GUPTA, 2012;

SAHNI et al., 2012; PEDRUZZI et al.,2015; ZARGARI, SEDIGHI, 2015).
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Existem diversos relatos positivos acerca da pratica do exercicio fisico aerobio para pacientes
em condigdes cronicas, dos quais destacam-se o diabetes mellitus, a hipertensao e até mesmo na
doenga renal cronica. Esses relatos estdo associados a melhora da composigao corporal, ao retardo da
progressao das doengas, a diminui¢ao dos sintomas adversos desses processos patologicos e a melhora
clinica de uma maneira geral (HEIWE, JACOBSON, 2014; AOIKE et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2020). J& em relagdo, especificamente, aos efeitos do exercicio fisico resistido, existem poucas
referéncias na literatura, o que favorece e aumenta o interesse em observar e avaliar seus efeitos nessa
condicao de saude.

Sabe-se ainda que o exercicio fisico, se prescritos de maneira correta, levando em
consideragdo sua intensidade e sua periodicidade, e ainda as condi¢des clinicas dos pacientes, pode
ser uma ferramenta valiosa para controle e regulagdo do estresse oxidativo, no que se refere ao
equilibrio entre antioxidantes e radicais livres no organismo (DfAZ etal.,2018; SIMIONI et al., 2018;
MAGHERINI et al., 2019, THIRUPATHI, PINHO, CHANG, 2020).

Referente a distirbios fisicos, mentais e psiquicos, causados por doengas como hipertensao,
diabetes mellitus e patologias relacionadas a dor, existem dados que afirmam efeitos positivos depois
da utilizacdo da auriculoterapia sobre o controle e reducdo do estresse e da ansiedade, além de
desencadear efeitos positivos referentes a melhora clinica desses pacientes, porém dados referentes a
doenga renal cronica ainda sdao escassos (SILVERIO LOPES; SEROISKA, 2013; ALIMI, CHELLY,
2018). Fisiologicamente, promove um aumento da atividade de neurdnios relacionados com a via
inibitéria descendente da dor e do sistema limbico, diminuindo o uso de medicamentos e atuando
como uma complementagdo terapéutica, colaborando para efeitos satisfatorios (ASHER et al., 2010;
ARTIOLI; TAVARES; BERTOLINI, 2019).

A auriculoterapia também pode estar relacionada ao controle e regulacdo do estresse
oxidativo , no que se refere ao equilibrio na producao de antioxidantes e radicais livres, todavia existe
controvérsia e resultados discrepantes na literatura, seguidos pela falta de material cientifico
composto por metodologias e protocolos delineados adequadamente, o que dificulta a comprovacao
de sua eficiéncia clinica (LOAIZA, 2002; ZIJLSTRA, 2003; ASHER et al., 2010; ABDI et al., 2012;
YEH et al., 2014; HOU et al., 2015; ALIMI, CHELLY, 2018; MELO et al., 2019; LU, LI, 2020).
Esses fatores sobre a auriculoterapia foram essenciais para instigar a investigagao sobre os efeitos da
auriculoterapia sobre o perfil oxidativo dos pacientes em hemodiélise.

Buscou-se relacionar os efeitos da auriculoterapia e do exercicio fisico resistido, combinados

ou nao, no que tange a melhoria da qualidade de vida dos pacientes submetidos ao tratamento de
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hemodialise, por meio da modulacao dos parametros de estresse oxidativo , haja vista que os pacientes
acometidos pela doencga renal cronica e que se encontram em tratamento hemodialitico, possuem um
desequilibrio entre radicais livres e antioxidantes, o que acarreta uma série de condi¢des e sintomas

indesejaveis.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da auriculoterapia e do exercicio fisico resistido, associados ou nao, como
terapias ndo farmacoldgicas no perfil oxidativo, em componentes bioquimicos de rotina e¢ na

qualidade de vida de pacientes renais cronicos submetidos ao tratamento hemodialitico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Caracterizar a amostra por meio dos dados de idade, sexo e doenga responsavel por
desencadear a insuficiéncia renal cronica;

-Determinar a atividade antioxidante da enzima Superoxido Dismutase e os niveis de
antioxidantes ndo enzimaticos, tais como da Vitamina C, Ti6is proteicos e ndo proteicos, antes € apos
os tratamentos de auriculoterapia e exercicio fisico resistido;

-Determinar a atividade da enzima Mieloperoxidase, os niveis séricos de TBARS e os niveis
séricos da Proteina C-reativa antes e ap0s os tratamentos de auriculoterapia e exercicio fisico resistido;

-Avaliar os marcadores bioquimicos de rotina dos pacientes em hemodialise (TFG, Albumina,
25-Hidroxivitamina D, Calcio, Creatinina, Glicose, HDL, LDL, Potéssio, Sodio, Ureia e Ureia pds
sessdo) antes e apds os tratamentos de auriculoterapia e exercicio fisico resistido;

-Avaliar os pardmetros de qualidade de vida dos pacientes em hemodidlise antes e apos 0s

tratamentos de auriculoterapia e exercicio fisico resistido;

4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1. DOENCA RENAL CRONICA
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A doenca renal cronica ¢ caracterizada por uma alteracao na funcao e/ou estrutura renal que
perdurou por mais de trés meses, e que resultou em problemas de satide. Para definir os riscos e as
consequéncias da doenca renal cronica em cada paciente € preciso, anteriormente, definir o tipo de
alteracdo, bem como sua causa e seu estagio (GESUALDO et al., 2020). Em 2017, a doenca renal
cronica foi a 12* maior causa de morte no mundo e a 10* maior no Brasil, matando 35 mil pessoas no
contexto nacional e 1,2 milhdo no contexto global (SILVA et al., 2020).

O diagnostico deve ser feito através da medig¢ao da Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG), que
deve ser menor que 60 ml/min/1.73 m2 por mais de trés meses. Se a TFG for <60 ml/min/1.73 m2
por menos de 3 meses, a doenga renal cronica ainda nao ¢ confirmada, pois ha a possibilidade de ser
outra doenga aguda, como Insuficiéncia Renal Aguda. Quando a doenga renal cronica € confirmada,
a avaliag@o da gravidade da doenga deve levar em conta a taxa de albuminuria. Se a taxa for menor
que 30mg/g de albumina ¢ considerada normal, entre 30 mg/g e 300 mg/g estda moderadamente
elevada, e maior que 300mg/g estd severamente elevada (KDIGO, 2013).

A doenga renal cronica pode ser causada por progressdo de uma insuficiéncia aguda ou, mais
frequentemente, pela instalacdo gradual derivada de outros agravos pré-existentes, como diabetes
mellitus ou hipertensdo arterial (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011). Em ambos os casos, o diagndstico
permanece inalterado, assim como o tratamento, a ser realizado através de mudancas no estilo de vida
(reducgdo na ingestdo de sal e de proteinas, por exemplo), e das Terapias Renais Substitutivas (TRS)
(FLEMING, 2011; KDIGO, 2013).

Como consequéncia da disfuncao renal, ha de se considerar terapias de intervencao para que
se efetuem fungdes renais bésicas, como eliminagao de liquidos e eletrolitos em excesso no organismo;
para tanto, as medidas adotadas com essa finalidade sdo chamadas de TRS (FLEMING, 2011). As
TRS consideradas sdo: o transplante renal, a hemodidlise e a dialise. Com excecdo do transplante
renal, as demais técnicas envolvem a utilizacdo de membranas permeéveis para realizagao de remogao
de liquidos e troca de solutos do paciente (HECHANOVA, 2019).

Para lancar mao de TRS, utilizam-se parametros clinicos, em que avaliam se ha possibilidade
de continuidade da funcao renal pelo 6rgao endoégeno ou se hd necessidade de método substitutivo.
Considera-se a TRS nos quadros de insuficiéncia renal aguda em que se apresentem sinais e sintomas
de toxicidade emergencial (BRASIL, 2012; BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b).

Devido a insuficiéncia renal as funcdes de filtracdo, reabsorcao e secrecdo de substancias na
urina e reducao na producdo de eritropoietina e 1,25-diidroxicolecalciferol sdo comprometidas

resultando em acidose metabdlica, anemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia, desnutri¢do entre outros
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(SBN, 2013). Esse quadro acarreta em alteragdes bioquimicas e organicas significativas, envolvendo
distirbios no metabolismo e demonstrando que a doenga renal cronica causa um ambiente altamente
pré oxidante e condi¢des de desequilibrio como estresse oxidativo sdo muito mais prevalentes nesta

doenca do que em individuos normais (SAHNI, GUPTA, 2012; SAHNI et al., 2012).

4.1.1 Hemodialise

Por sua vez, a hemodialise ¢ uma TRS que consiste na limpeza e filtracdo do sangue através
de uma maquina. A hemodialise realiza a funcao basica de um rim, eliminando toxinas e substancias
nocivas ao corpo, atuando também no controle da pressdo arterial e no controle de elementos como
sodio, potassio, creatinina e ureia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2020).

Durante a hemodialise, a maquina recebe o sangue do paciente via acesso vascular e,
posteriormente, ¢ bombeado até o filtro de didlise (dialisador). Posteriormente, o sangue ¢ exposto a
solucao de dialise (dialisato) através de uma membrana semipermeavel, filtrando e retirando liquidos
e toxinas em excesso, devolvendo o sangue limpo ao paciente através do acesso vascular.

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2020).

Iustrag¢do 1 - Procedimento de Hemodialise
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Fonte: Adaptado LEAL et al. (2016)
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A hemodialise convencional consiste na remocgao de 1 a 4 litros de fluido num periodo médio
de 3 a 4 horas, durante trés vezes na semana em um hospital ou clinica especializada. O tempo da
hemodialise varia de acordo com a necessidade de cada paciente, ajustada pelo médico nefrologista,
que leva em consideracdo o estdgio da doenga e como o paciente reage, de acordo com o seu bem
estar (LUGON, 2003).

Pacientes que sdo submetidos a hemodialise possuem niveis altos de estresse oxidativo, pois
ele ¢ mediador do processo inflamatorio caracteristico da doenca renal cronica. Nesses pacientes, o
estresse ¢ a falta de qualidade de vida tém sido considerados o resultado do aumento da atividade pro
oxidante, influenciada por fatores como idade avancada, diabetes, hipertensao, inflamagao cronica,
sindrome urémica, bioincompatibilidade das membranas de diadlise (ZARGARI, SEDIGHI, 2015).

Outro ponto importante para entender o aumento de estresse oxidativo na hemodialise ¢
referente a existéncia de fatores que favorecem a reducdo da atividade dos sistemas antioxidantes
como a a¢do de vitaminas, de alguns minerais e de compostos antioxidantes provenientes da dieta e
dos niveis de atividade fisica, ambos afetados pela filtracao e periodicidade da técnica de hemodialise
(PEDRUZZI et al., 2015).

Devido as conjunturas da técnica de hemodialise, assim como sua periodicidade e a condi¢dao
fisiopatologica prévia de cada paciente, a saber: hipertensdo, diabetes mellitus, glomerulopatias e
doengas autoimunes, ¢ encontrado um ambiente favordvel para o aumento da inflamacao e do estresse
oxidativo, onde € possivel identificar aumento de radicais livres e diminui¢ao de defesas antioxidantes

quando comparado com individuos saudaveis (ZARGARI, SEDIGHI, 2015; PEDRUZZI et al.,2015).

4.2 AURICULOTERAPIA

A auriculoterapia, ¢ oriunda da Medicina Tradicional Chinesa (MTC), que busca, por meio da
estimulacdo de pontos especificos, alcancgar o equilibrio e a harmonia corporal, repercutindo em
diferentes alteragdes no sistema nervoso (ALIMI, CHELLY, 2018). O principal sujeito € o Qi (energia
ou for¢a de vida), que perpassa por canais que estdo interligados com fungdes especificas de cada
corpo. Dessa forma, uma vez que o Qi se encontra desbalanceado, ¢ possivel, através da
auriculoterapia, estimular alguns pontos e restabelecer o equilibrio no corpo (RUELA et al., 2018).

Dependendo da doenga, dos sintomas e das queixas apresentadas pelo paciente, e também
levando em consideracao a conduta adotada pelo terapeuta, a estimulagdo dos pontos no pavilhao

auricular pode ocorrer de inimeras maneiras. As ferramentas mais utilizadas sdo as sementes
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(mostardas, por exemplo), agulhas de acupuntura, agulhas semipermanentes, eletrofototerapia,

esferas magnéticas e pelos dedos (SILVERIO LOPES; SEROISKA, 2013).
Iustracio 2 - Mapa Auricular
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Em relagdo a fisiologia, a estimula¢do do pavilhdo auditivo deflagra respostas nervosas que
sdo transmitidas, via nervos periféricos e nervos cranianos, ao sistema nervoso central (SNC), o que
resulta na liberacao de neurotransmissores envolvidos nos mecanismos de dor. Esse processo faz com
que a via neural descendente libere endorfinas no corno posterior da medula espinhal, constituindo-
se um obsticulo para a propagacdo do estimulo doloroso pelo SNC (ARTIOLI; TAVARES;
BERTOLINI, 2019).

A auriculoterapia, tem se tornado cada vez mais integrada a medicina ocidental,
principalmente no que tange ao tratamento de dores cronicas e distirbios gastrointestinais, utilizada,
sobretudo, visando a melhora na qualidade de vida do paciente. Essa técnica tem sido relatada em
diversos contextos, tais como: dor associada ao cancer, artroscopia de joelho (ASHER et al., 2010),
dor aguda e cronica (YEH et al., 2014), dor na coluna vertebral, torcicolo, dor reumatica, dor fantasma,

enxaqueca e cefaleia tensional (ALIMI, CHELLY, 2018).
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O estimulo mecanico realizado durante a auriculoterapia possibilita a sinalizagdo nervosa e,
consequentemente, afeta remotamente a fun¢do dos oOrgdos internos de acordo com os pontos
correspondentes que foram estimulados. A depender da estimulagdo, ¢ possivel reduzir os processos
inflamatérios em individuos que experimentam um evento denominado de tempestade de citocinas,
mecanismo no qual ¢ desencadeado uma série de respostas imunologicas de modo que o organismo
libere rapidamente um conjunto de proteinas inflamatorias. Para tais efeitos, deve-se levar em
consideragdo o tempo de tratamento, os pontos a serem estimulados e a intensidade da estimulacao
(HOU et al., 2015).

O processo inflamatorio, comumente, esta associado a elevacao da temperatura, rubor, edema,
dor e perda de funcdo. Durante a auriculoterapia, mediadores vasoativos, citocinas e neuropeptidios
podem ser modulados, haja vista que ocorre a regulacdo e a distribuicdo de sangue para 6rgaos e
tecidos afetados por processos inflamatérios (ABDI et al., 2012; MELO et al., 2019).

O peptideo ligado ao gene da calcitonina consiste em um potente vasodilatador, de modo a
possuir efeitos fisioldgicos e patologicos nos processos inflamatorios. Estudos mostram que técnicas
como a acupuntura sist€émica e acupuntura auricular sdo capazes de regular a liberagdo de substancia
P e neuroquinina. Ademais, substincias anti-inflamatorias como a interleucina (IL) -10 sdo
produzidas mediante tais técnicas (ABDI et al., 2012; MELO et al., 2019).

Os niveis de interferon (IFN) gama, IL-2, IL-4 e IL-6 encontraram-se elevados apds aplicagdo
de acupuntura auricular, ao passo que marcadores como o fator de necrose tumoral (TNF) alfa
apresentou-se reduzido. Sendo assim, verifica-se a existéncia de um equilibrio entre citocinas pro-
inflamatorias e citocinas anti-inflamatérias (ZIJLSTRA, 2003; LU, LI, 2020). Para mais, estudos em
modelos animais submetidos a oclusdo arterial, mostraram significativo aumento da concentragdo de
oxido nitrico no sistema circulatorio, proporcionando aumento do diametro arteriolar ap6s aplicacao
da tradicional técnica da medicina chinesa (LOAIZA, 2002; ZIJLSTRA, 2003).

Apesar de evidéncias referente a modulagdo imune e também sobre a melhora clinica dos
sintomas apresentados pelos pacientes em diversas doencas (LOAIZA, 2002; ZIJLSTRA, 2003;
ASHER etal., 2010; ABDI et al., 2012; YEH et al., 2014; HOU et al., 2015; ALIMI, CHELLY, 2018;
MELO et al., 2019; LU, LI, 2020), a auriculoterapia ainda carece de materiais que investiguem a sua
relagdo com o estresse oxidativo, seja por meio da quantificacao de radicais livres e/ou antioxidantes,

o que instiga pesquisadores da area e ¢ fator que fomenta pesquisas e ensaios clinicos futuros.

4.3 EXERCICIO FISICO RESISTIDO
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O treinamento resistido, também conhecido como treinamento de for¢a ou com pesos, tornou-
se uma das formas mais populares de exercicio fisico para melhorar a aptiddo fisica e o
condicionamento. O exercicio fisico resistido pode ser descrito como um tipo de exercicio que exige
que a musculatura corporal se movimente contra uma forga oposta, geralmente exercida por algum
tipo de equipamento, abrangendo uma ampla gama de modalidades de treinamento, incluindo

exercicios corporais, com pesos, uso de tiras eldsticas, ou pliométricos (JOHANSEN, 2006).

Ilustraciao 3 - Exemplo de Exercicio Fisico Resistido
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Fonte: Adaptado, RAMALHO et al. (2000)

A adogdo de uma vida saudavel e a pratica regular de exercicio fisico resistido, proporcionam
efeitos agudos como aumento da funcgao endotelial, débito cardiaco, fluxo sanguineo, diminui¢do da
glicemia e, cronicos como aumento do VO2max, prote¢do enzimatica antioxidante, aumento da
sensibilidade a insulina, aumento de massa magra e for¢a (JOHANSEN, 2006).

Outra func¢do do que a préatica de exercicio fisico resistido ocasiona, ¢ a acdo de efeitos anti-
inflamatdrios ocasionados pela contragdo muscular, por conta da sua atividade mecanica e seu papel
no metabolismo energético. Durante a contragdo muscular imposta pelo exercicio, a producao,
expressao e a liberagdo de miocinas e antioxidantes ¢ estimulada e, podem exercer efeitos autdcrinos,
paracrinos e endocrinos em 6rgios que os cercam ou distantes (DIAZ et al., 2018).

O musculo esquelético contribui para metabolismo de proteinas, glicose corporal,
fornecimento de nutrientes e também para a regulagdo do estresse oxidativo, pela agdo das células

imunolégicas atuando em processos inflamatérios (DIAZ et al., 2018). O processo que ocorre dentro
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dos tecidos, se deve pela diferenciagdo de mondcitos em macrofagos adquirindo fendtipos pré ou
anti-inflamatorios, sendo regulado pela interagdo que ocorre entre as fibras musculares e as células
do sistema imune (PILLON et al., 2013). A contracdo muscular obtida pela pratica do exercicio fisico
resistido, gera a produgdo de antioxidantes no sangue, que pode influenciar no metabolismo em outros
tecidos, tendo potencial efeito anti-inflamatério, imunoregulador e metabolico (DIAZ et al., 2018).

Durante a pratica de exercicio fisico resistido e também durante todos os processos
fisioldgicos do organismo, sdo regularmente gerados radicais livres, sendo caracterizados por tanto
beneficiar quanto causar prejuizos ao corpo. Em baixas quantidades sdo fatores importantes para a
contragdo muscular, respostas imunoldgicas, promog¢do de apoptose e desintoxicac¢do, porém quando
esses radicais livres ndo conseguem ser eliminados ocorre o processo de acumulacdo desses
compostos, 0s quais causam o estresse oxidativo, gerando danos a diversas biomoléculas e células,
sendo, portanto, ponto chave para a ocorréncia de diversas doengas. E nesse ambito que o exercicio
fisico pode se tornar uma grande ferramenta para reverter e prevenir esses processos (SIMIONI et al.,
2018).

A realizagdo do exercicio fisico resistido constitui um estresse fisiologico, em fun¢do do
grande aumento da demanda energética em relacdao ao repouso, o que provoca liberacao de calor e
intensa modificagdo do ambiente muscular. Consequentemente, com o treinamento fisico, que
consiste na exposi¢ao regular ao exercicio ao longo do tempo, sdo desencadeadas um conjunto de
adaptagdes que conferem maior capacidade ao organismo para responder ao estresse proporcionado
pelo exercicio. E importante destacar que os efeitos cronicos do exercicio dependem, de adaptagdes
especificas da musculatura esquelética e também de uma adaptacao periférica, que envolve tanto um
melhor controle e uma distribuicao do fluxo sanguineo (PILLON et al., 2013; THIRUPATHI, PINHO,
CHANG, 2020).

No entanto, o exercicio fisico resistido deve ser praticado corretamente para que ocorram
esses beneficios, tudo depende do tipo, duragdo e intensidade da atividade, haja vista que o proprio
exercicio fisico € capaz de gerar radicais livres como as espécies reativas de oxigénio. Sendo assim,
um exercicio fisico muito longo ou muito intenso pode até contribuir para o estresse oxidativo,
criando mais radicais livres. O exercicio fisico regular pode promover um aumento adaptativo dos
mecanismos de defesa do musculo esquelético capaz de proteger contra as lesdes produzidas pelas
espécies reativas de oxigénio (THIRUPATHI, PINHO, CHANG, 2020).

Quando o exercicio ¢ de intensidade moderada, ele se relaciona a uma diminui¢ao do acimulo

de radicais livres devido a uma intensificacao da acao de enzimas antioxidantes endogenas, como a
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superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, além de defesas antioxidantes que ndo sao
enzimaticas, como coenzima Q10, glutationa, acido urico, acido lipoico, bilirrubina, vitamina C ¢ E,
etc. Isso ocorre como uma resposta adaptativa ao aumento dos radicais livres produzidos na
contratilidade muscular (SIMIONI et al., 2018; MAGHERINI et al., 2019).

Ja os exercicios fisicos de maior intensidade tendem a diminuir os niveis de estresse oxidativo
em casos de treinamento progressivo, a longo prazo e com um tempo adequado de recuperacao
também pela geracdo de uma resisténcia aos niveis elevados de radicais livres durante a contragao
muscular. No entanto, no momento do exercicio de alta intensidade, hda um aumento do estresse
oxidativo. Se ndo houver periodo de recuperagdo e o exercicio se prolongar ao longo dos dias, pode
ser gerada uma situacdo de inflamagao cronica, sindrome de overtraining, fadiga e altos niveis de
estresse oxidativo, pois o corpo ndo tem tempo para se adaptar aos niveis maiores de radicais livres
produzidos (SIMIONI et al., 2018; MAGHERINI et al., 2019).

Devido existir um ambiente altamente pro oxidante, com diversos radicais livres procurando
estabilizacdo, que acabam por danificar estruturas no organismo de pacientes em hemodidlise e
levando em consideragdo que a resposta oxidativa ao exercicio fisico resistido ¢ determinada pelo
tipo, frequéncia, duracao e intensidade, acredita-se que o nivel de morbidez e mortalidade pode ser
diminuido através da redugdo do estresse oxidativo, como resposta a modulacdo de antioxidantes e
radicais livres, oriundos da terapia adequada de exercicio fisico resistido (DIAZ et al., 2018;

SIMIONI et al., 2018; MAGHERINI et al., 2019, THIRUPATHI, PINHO, CHANG, 2020).

4.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Em 1985, o conceito de estresse oxidativo foi introduzido por Helmut Sies no seu livro
“Oxidative Stress”, o qual envolveu pesquisas em biologia e medicina redox (SIES, 2015). Outro
marco importante foi a publica¢do de uma revisao intitulada “Biochemistry of Oxidative Stress” que
apresentou um conhecimento consideravel no que diz respeito ao desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes e suas fontes endogenas e/ou exdgenas (HALLIWELL, 2012).

Todo 4tomo de algum elemento quimico possui uma quantidade especifica de elétrons, porém,
quando alguma molécula possui um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada
eletronica, denomina-se radical livre. Esse ¢ formado a partir de reagcdes quimicas nos organismos e

ocorre quando alguma molécula sofre oxidagdo perdendo elétron para a molécula que sofre redugao,
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a qual ganha elétrons. Tanto o ganho como a perda de elétrons podem gerar uma situacao de
desemparelhamento dos elétrons, criando um radical livre (YANG, CHEN, SHI, 2019).

Nos diversos processos bioquimicos que acontecem em nosso organismo, ha a formagao de
espécies reativas, que nada mais sdo que radicais livres na busca de estabilizacdo. Esse processo faz
com que os radicais livres “ataquem” outras moléculas, gerando um acontecimento em cadeia (TAN,
NORHAIZAN, LIEW, 2018). Quando os radicais livres se referem ao oxigénio, denominam-se
espécies reativas de oxigénio. As principais fontes de espécies reativas de oxigénio incluem a
respiragdo celular e os processos metabolicos, embora as espécies reativas de oxigénio também
possam ser geradas por respostas do sistema imunitdrio, desencadeadas por algum patdégeno

(BRIEGER et al., 2012).

Iustragéo 4 - Estresse Oxidativo
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Fonte: Autor (2022)

Um organismo encontra-se em estresse oxidativo quando ocorre um desequilibrio entre os
sistemas pré-oxidantes e antioxidantes. No caso da doenca renal cronica as alteracdes na capacidade
pro e antioxidante iniciam durante os primeiros estagios da doenca e sao mais deletérias e aumentadas
em pacientes em hemodialise. A exposicao ao estresse oxidativo aumenta o risco de disfungdes e
morbidades que podem levar ao prejuizo na satide do individuo ao longo de sua vida (ZARGARI,
SEDIGHI, 2015; PEDRUZZI et al.,2015).

O aumento na concentragdo de marcadores de danos oxidativos contribui para o
desenvolvimento e atenuagao de processos inflamatorios no organismo. Isso ocorre porque o estresse
oxidativo e a inflamagdo sdo interdependentes, resultando em um ciclo vicioso. Os radicais livres

ativam genes proé-inflamatorios, que desencadeiam uma cascata de inflamacao progressiva, sendo



27

descrita pela atenuagdo de mensageiros para ativagcdo do fator de transcri¢ao nuclear kappa-B que
orquestra a expressdo de varios genes que perpetuam a resposta inflamatoria (SAHNI et al., 2012;
SAHNI, GUPTA 2012).

Na doenga renal cronica, o estresse oxidativo ¢ evidenciado pelo aumento abundante de
subprodutos da interacdo de espécies reativas de oxigénio com lipideos, aminoacidos, proteinas,
carboidratos e acidos nucleicos. Um dos principais mecanismos de lesdo ¢ a lipoperoxidagao, ou seja,
a oxidagdo da camada lipidica da membrana celular (PEDRUZZI et al.,2015). Além disso, o estresse
oxidativo pode acelerar a apoptose de leucdcitos em pacientes em hemodidlise, gerar danos as
proteinas ¢ ao DNA, provocando diversas alteragcdes na funcao celular e tecidual (FADAEE et
al.,2016).

A progressiva deterioragao da funcdo renal leva ao acimulo de toxinas urémicas, estimulando
o estresse oxidativo, que como consequéncia contribui para a disfungdo endotelial e progressio da
aterosclerose (FADAEE et al., 2016). O aumento de dano oxidativo nos musculos esqueléticos na
doenga renal cronica desempenham um papel importante na patogénese da miopatia urémica e na
sarcopenia de pacientes em hemodidlise, devido a notavel diminuicdo fisiologica da capacidade
funcional dos pacientes no que se refere a utilizagdo dos musculos esqueléticos (ZARGARI,
SEDIGH]I, 2015).

Nesse sentido, levando em consideragdo as complicagdes oriundas do estresse oxidativo
durante a hemodialise, o exercicio fisico ¢ recomendado pois aumenta a producdo de defesas
antioxidantes, assim como a capacidade oxidativa dos musculos, além de aumentar a resisténcia dos
orgdos e tecidos contra a agdo deletéria dos radicais livres. O exercicio fisico moderado, realizado
regularmente e prescrito corretamente vem sendo adotado como terapia ndo farmacologica em
diversas doencas, inclusive na doenca renal cronica. (DfAZ et al., 2018; SIMIONI et al., 2018;
MAGHERINI et al., 2019, THIRUPATHI, PINHO, CHANG, 2020).

4.5 QUALIDADE DE VIDA

A hemodialise configura-se como um método eficaz e importante, no que tange a manutengao
da vida dos pacientes que se encontram nessa condi¢do, entretanto, por vezes essa modalidade de
tratamento caracteriza-se também pelo seu potencial debilitante, pois afeta e interfere em diversos
segmentos do individuo submetido a essa pratica (SANTOS et. al, 2018). Sendo assim, analisa-se

que tanto a condicao cronica de saide quanto a dinamica de tratamento desses pacientes, sao fatores
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estressores que podem desestruturar a rotina € as expectativas desses pacientes, causando muitas
vezes problemas sociais como isolamento, desemprego, abandono de atividades de lazer e exercicios
fisicos. (BEZERRA; HORA; GIL, 2018).

Os pacientes submetidos ao tratamento hemodialitico estdo sujeitos a algumas complicagdes
e/ou intercorréncias durante e até mesmo apods a sessao de hemodialise, e essas podem ser graves, se
ndo houver percepcao e interrup¢ao do acontecimento ou de natureza mais simples € menos complexa.
Dentre os principais acometimentos estdo a hipotensio, a cefaleia e as caibras (NOLETO et al., 2017).

Os episddios de cdibras ocorrem geralmente antes do quadro de hipotensdo arterial. Sua
fisiopatologia ainda ndo muito esclarecida, acaba sendo relacionada com os baixos niveis de carnitina
(amina facilitadora do transporte de acidos graxos para dentro da mitocondria que ¢ eliminada pela
urina) filtrada durante a hemodialise, que ocorre associada ao desequilibrio entre ultrafiltracao e
preenchimento vascular, tendo a hipotensdo, o baixo peso seco e o uso de solugdo dialitica pobre em
sodio como fatores predisponentes no acometimento (SANDS et al., 2014).

A fisiopatologia da hipotensdo na hemodiélise esta relacionada com a taxa de ultrafiltragdo, a
queda de osmolaridade e a reducao do volume intravascular, que ocasionam a reducao do débito
cardiaco e, consequentemente interferem na resisténcia vascular periférica. Os fatores como a
ingestdao de alimentos, uso abundante de anti-hipertensivos devido a HAS apresentada por alguns
pacientes e a perda de sangue ao nivel das conexdes da maquina, também predispdem ao quadro
hipotensivo (SANDS et al., 2014).

Ainda como intercorréncia, caracterizada como aquela que surge ou muda de padrao logo no
inicio da terapia, a cefaleia na hemodidlise possui como caracteristica, a pulsagdo, na regido frontal
bilateralmente, possuindo intensidade varidvel, sendo moderada ou forte durante o procedimento, mas
também relatada apos o mesmo. Eventualmente o quadro pode ser acompanhado de nauseas e vomitos
(KUDOH et al., 2013).

Outrossim, a dor também ¢ um dos efeitos adversos dessa terapia, sendo ela em diversos locais
do corpo, onde de acordo com o estudo transversal analitico de Marques et. al (2016), cerca de 40%
dos pacientes em hemodialise fazem o uso de fairmacos para o alivio da dor, ainda, essa mesma
pesquisa evidencia que essa condigdo repercute em limitagdes fisicas que influenciam seu cotidiano.

A qualidade de vida dos pacientes com doenga renal cronica submetidos a hemodidlise ¢
significativamente mais baixa em comparag@o as pessoas que ndo sao acometidas pela doenga e/ou
aquelas que nao realizam nenhum tratamento. Os dominios fisico e psicoldgico sao comprometidos

e alterados, tendo em vista todas as condig¢des e as intercorréncias clinicas adversas apresentadas
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pelos pacientes em questao e também como resultado das conjunturas desse tratamento (JESUS et al.,

2019).

5. METODOLOGIA

5.1 AMOSTRA E POPULACAO

Este foi um estudo de abordagem quantitativa e consistiu em estudo intervencional, de carater
descritivo e comparativo. Foi composto por pacientes em tratamento hemodialitico ha no minimo 6
meses, de ambos os sexos, provenientes da Clinica Renal Oeste, situada na cidade de Chapeco-SC.

Previamente foi realizado célculo amostral com poder de 0,95, com até 10 preditores,
resultando em 52 pacientes, porém foram recrutados e elegidos 96 pacientes, devido demanda e
interesse voluntario pelos tratamentos ofertados durante a pesquisa. Eles foram divididos em quatro
grupos homogéneos, dependendo do seu turno de hemodialise, seguindo todos os critérios de inclusao

e exclusdo estabelecidos.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Fizeram parte do estudo pacientes de ambos os sexos, com idade maior ou igual a 18 anos que
estavam em acompanhamento médico devido a diagndstico de doenga renal cronica, sob tratamento
hemodialitico hd no minimo 6 meses. Os pacientes que ndo concordaram em participar da pesquisa,
os que vieram a 6bito ou desistiram da participa¢do, assim como aqueles que ja realizavam exercicios
e/ou auriculoterapia fora da pesquisa, foram excluidos. Os pacientes que apresentaram adesdo menor
que 75% do total de sessdes do programa de exercicio fisico resistido e/ou auriculoterapia também

foram excluidos do estudo.

5.3 EXECUCAO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Fronteira

Sul (CAAE - 42603621.20000.5564). Os pacientes elegiveis foram previamente informados sobre a
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pesquisa e utilizagdo do material biologico para realizagdo do estudo, por meio de uma conversa
realizada presencialmente com os mesmos na Clinica Renal. Em seguida, o TCLE foi apresentado
aos voluntarios que aceitaram participar do estudo.

Posteriormente ao consentimento iniciou-se a coleta de dados e aplicagdo do questionario de
qualidade de vida (SF-36). Apos coleta de dados e antes das intervencdes foi realizada a primeira
coleta de material bioldgico (sangue) ocorrendo antes da sessao de hemodialise. Na semana posterior
ao fim das intervengdes foi realizada a segunda coleta de material biologico, também sido realizada
antes da sessdo de hemodidlise. As intervencdes ocorreram de maneira intradialitica, ou seja, foram
realizadas durante o procedimento de hemodidlise, nos trés turnos distribuidos e organizados pela

Clinica Renal.

Ilustracéo 5 - Fluxograma de Execugdo da Pesquisa

Fonte: o autor (2022).

5.4 DELINEAMENTO
5.4.1 Grupos
Os pacientes recrutados foram distribuidos em 4 grupos, levando em consideracdo os dias da

semana e os turnos que os mesmos realizavam hemodialise. Os pacientes do primeiro turno (5Sh30min)

fizeram parte do Grupo Exercicio Fisico Resistido; os pacientes do segundo turno (10h) fizeram parte
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do Grupo Auriculoterapia+Exercicio Fisico Resistido; os pacientes do terceiro turno (14h30min)
fizeram parte do Grupo Auriculoterapia; e os pacientes que concordaram em participar da pesquisa
porém nao realizaram nenhum tipo de intervencdo, independentemente do turno de hemodialise,

foram inclusos no Grupo Controle.

Iustracéo 6 - Fluxograma Grupos de Pacientes

Pacientes Elegiveis
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r
Grupo AUR - Inicio Grupo EFR - Inicio Grupo AUR+EFR - Inicio
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Grupo AUR - Final Grupo EFR - Final Grupo AUR+EFR - Final
(n=33) (n=31) (n=32)

Grupo Controle

(n=30)

Fonte: o autor (2022).

5.4.2 Protocolo de Auriculoterapia

A intervencdo foi realizada e supervisionada por um Profissional de Educacdo Fisica
especialista em Acupuntura e com formagao em auriculoterapia, constituida por um protocolo fechado
de 12 sessdes, sendo realizada uma sessao por semana. O protocolo ocorreu com alternancia de orelha,
ou seja, quando uma sessao era realizada na orelha esquerda, a proxima sessao foi realizada na orelha

direita, consequentemente foram realizadas 6 sessdes em cada orelha (LOPES; SULIANO, 2020).
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A estimulacao foi realizada com sementes de mostarda, que permaneciam fixas até a proxima
sessdo, onde eram retiradas e colocadas novas sementes na outra orelha. O protocolo fechado foi
constituido pelos pontos selecionados: Sistema nervoso central - SNC, rins, sistema nervoso
autonomo - SNA, hipotdlamo, adrenal, subcortex, lumbago, analgesia, ureter, bago, uretra e

relaxamento muscular (LOPES; SULIANO, 2020).

Hustracio 7 — Registro do protocolo de auriculoterapia com os pacientes em hemodialise

Fonte: o autor (2022).
*Fotos autorizadas pelos pacientes através do TCLE.

A adesdo ao tratamento de auriculoterapia foi atualizada semanalmente em uma planilha
monitorada pelos profissionais responsaveis pela aplicagdo do protocolo. Calculou-se a adesio pelo
numero de sessdes de auriculoterapia realizadas dividida pelo nimero total de sessdes oferecidas,

multiplicado por 100.

5.4.3 Protocolo de Exercicio Fisico Resistido

O programa de exercicio fisico resistido foi executado e supervisionado por um Profissional
de Educacdo Fisica e por uma Fisioterapeuta. As sessdes de exercicios foram realizadas em posi¢ao
sentada e/ou deitada, em uma cadeira padrao de hemodidlise, 3 vezes por semana durante 12 semanas,
totalizando 36 sessoes. Os exercicios foram realizados com faixas elasticas, halteres e caneleiras com
diferentes pesos, onde de acordo com o desempenho e progresso de cada paciente, os exercicios

evoluiram no que se refere a intensidade e a carga. Dependendo da localizagdo da fistula arteriovenosa
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localizada na fossa cubital e/ou do cateter venoso central localizado na jugular, subclavia e femoral,
os exercicios proximos ou referentes aquela regido anatdomica eram dispensados, somente sendo
realizados no lado contrério.

O protocolo de exercicio fisico resistido utilizado no estudo foi baseado e adaptado a partir
do protocolo de Cheema et al. (2007), onde cada sessdo teve duracao de 30-45 minutos, composta
por 10-15 repeti¢des distribuidas em 3 séries de execugdo de cada um dos seguintes exercicios:

-Extensao do joelho e posterior retorno (flexao) para a posi¢ao inicial;

-Flexao do quadril e posterior retorno (extensao) para a posicao inicial;

-Abdugdo do quadril e posterior retorno (adug@o) para a posi¢ao inicial;

-Rota¢ao medial do quadril e posterior retorno (rotacdo medial) para a posi¢ao inicial;

-Flex@o do cotovelo e posterior retorno (extensao) para a posi¢ao inicial;

-Extensao do cotovelo e posterior retorno (flexao) para a posi¢ao inicial;

-Elevagao da escapula e posterior retorno (depressao) para a posicao inicial;

-Abdugdo do ombro e posterior retorno (aducdo) para a posicao inicial.

Ilustracio 8 — Registro do protocolo de exercicio fisico resistido com os pacientes em hemodialise

! A )
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@CGEPISC a1 | HEMODIALISE

Fonte: o autor (2022).
*Fotos autorizadas pelos pacientes através do TCLE.

A adesdo ao programa de exercicio fisico resistido foi atualizada semanalmente em uma
planilha monitorada pelos profissionais responsaveis pela aplicagdo do protocolo. Calculou-se a
adesdo pelo numero de sessdes de exercicios realizadas dividida pelo nimero total de sessdes

oferecidas, multiplicado por 100.
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5.4.4 Protocolo de Auriculoterapia + Exercicio Fisico Resistido

A intervencdo foi realizada e supervisionada por um Profissional de Educacdo Fisica

especialista em Acupuntura e com formagao em auriculoterapia, constituida por um protocolo fechado
de 12 sessdes, sendo realizada uma sessao por semana. O protocolo ocorreu com alternancia de orelha,
ou seja, quando uma sessao era realizada na orelha esquerda, a proxima sessao foi realizada na orelha
direita, consequentemente foram realizadas 6 sessdes em cada orelha (LOPES; SULIANO, 2020).
A estimulagao foi realizada com sementes de mostarda, que permaneciam fixas até a proxima sessao,
onde eram retiradas e colocadas novas sementes na outra orelha. O protocolo fechado foi constituido
pelos pontos selecionados: Sistema nervoso central - SNC, rins, sistema nervoso autonomo - SNA,
hipotadlamo, adrenal, subcortex, lumbago, analgesia, ureter, bago, uretra e relaxamento muscular
(LOPES; SULIANO, 2020).

Simultaneamente a auriculoterapia, esse grupo foi submetido a 2 sessdes por semana de
exercicio fisico resistido durante 12 semanas, totalizando 24 sessoes. Os exercicios foram realizados
com faixas eldsticas, halteres e caneleiras com diferentes pesos, onde de acordo com o desempenho
e progresso de cada paciente, os exercicios evoluiram no que se refere a intensidade e a carga.
Dependendo da localizagao da fistula arteriovenosa localizada na fossa cubital e/ou do cateter venoso
central localizado na jugular, subclavia e femoral, os exercicios proximos ou referentes aquela regiao
anatomica eram dispensados, somente sendo realizados no lado contrério.

O protocolo de exercicio fisico resistido utilizado no estudo foi baseado e adaptado a partir
do protocolo de Cheema et al. (2007), onde cada sess@o teve duracdo de 30-45 minutos, composta
por 10-15 repeticdes distribuidas em 3 séries de execucdo de cada um dos seguintes exercicios:

-Extensao do joelho e posterior retorno (flexao) para a posigado inicial;

-Flexao do quadril e posterior retorno (extensao) para a posicao inicial;

-Abdugao do quadril e posterior retorno (adugdo) para a posi¢ao inicial;

-Rotacdo medial do quadril e posterior retorno (rotagdo medial) para a posi¢ao inicial;

-Flexao do cotovelo e posterior retorno (extensdo) para a posicao inicial;

-Extensdo do cotovelo e posterior retorno (flexao) para a posicao inicial;

-Elevagdo da escapula e posterior retorno (depressao) para a posicao inicial;

-Abducao do ombro e posterior retorno (adugao) para a posicao inicial.
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Iustracao 9 — Registro do protocolo de auriculoterapia+texercicio fisico resistido com os pacientes em
hemodialise

Fonte: o autor (2022).
*Fotos autorizadas pelos pacientes através do TCLE.

A adesdo ao programa de auriculoterapia e exercicio fisico resistido foi atualizada
semanalmente em uma planilha monitorada pelos profissionais responsaveis pela aplicacdo do
protocolo. Calculou-se a adesdo pelo nimero de sessdes de exercicios realizadas dividida pelo numero

total de sessoes oferecidas, multiplicado por 100.

5.4.5 Material Biolégico

As amostras de sangue dos pacientes foram obtidas antes do procedimento hemodialitico e
imediatamente apds puncdo da fistula arteriovenosa em tubos Vacutainer® contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) com anticoagulante (1,0mg/mL), tubos Vacutainer® com gel
separador e ativador de coagulo e também em tubos Vacutainer® contendo citrato de sédio a 3,2%.

Ap6s coleta os tubos contendo EDTA e os contendo gel ativador e separador de codgulo foram
centrifugados a 3.000RPM por 15 minutos, a 4°C, para a obten¢do do plasma e do soro
respectivamente. Os tubos de citrato de sodio a 3,2% foram usados para obtengdo do sangue total.
Posterior a isso todos os produtos (plasma, soro e sangue total) foram distribuidos em tubos
eppendorfs® de polipropileno de 1,5mL, identificados e separados em aliquotas para cada analise e

conservados a —80°C para posteriores analises.
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Tlustracio 10 — Registro do processamento e da andlise das amostras biologicas
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Fonte: o autor (2022).

Todos os reagentes utilizados nas separacdes e analises apresentaram grau pureza analitica
(P.A.). A agua utilizada no preparo das solucdes e dilui¢des das amostras foi sempre ultrapura (MilliQ)

ou deionizada.

5.4.6 Analise do Estresse Oxidativo

5.4.6.1 Atividade Antioxidante

Foram avaliados trés componentes ndo enzimaticos para a quantificagdo e avaliacao da defesa
antioxidante de cada paciente, antes e ap0s as intervengoes.

Vitamina C: os niveis foram estimados como descrito por Galley; Davies; Webster (1996),
com pequenas modificagdes de Jacques-Silva et al (2001). O plasma foi precipitado com 1 volume

de acido tricloroacético (TCA) 10% e o sobrenadante sera misturado com dinitrofenilhidrazina
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(DNPH) e acido sulfarico 65% produzindo um composto de coloragdo amarelada, detectado em 520
nm. Os resultados foram expressos em ug/dL.

NPSH e PSH: o contetido de grupamentos —SH proteicos foi determinado pela reagdo
espontanea dos tiois com acido 5',5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB). Amostras foram misturadas
com uma solu¢ao contendo TRIS/HCI (0,5 M), pH 8, e DTNB (0.2 mM) e incubadas por 30 min a
temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 412 nm e expressa como uM (ELLMAN, 1959)..

A avaliagdo de defesa antioxidante enzimatica antes e depois dos tratamentos, foi realizada
através da mensuracgao da Superdxido Dismutase.

SOD: dentre as defesas enzimaticas responsaveis pela protecdo dos sistemas biologicos,
encontram-se a Superoxido Dismutase (SOD). Essa enzima catalisa a reacdo de dois anions
superoxido, com a consequente formacgao de peroxido de hidrogénio, que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a catalase ¢ a glutationa peroxidase. (MC CORD, FRIDOVICH,
1969)

5.4.6.2 Marcadores de Danos Oxidativos e Mediadores Inflamatorios

Foram avaliados componentes capazes de gerar radicais livres devido sua capacidade de
ativagdo e/ou degrada¢do de outros componentes bioquimicos € a sua associacdo a Processos
inflamatdrios, antes e apds as intervengoes.

MPO: heme enzima produzida por mediadores inflamatorios e liberada a partir de leucocitos,
portanto a MPO reflete a ativagdo de ambos neutrofilos e linfocitos. A MPO catalisa a reacdo de ions
de cloreto com H?O? para gerar grandes quantidades de acido hipocloroso (HOCI), uma espécie
reativa de oxigénio que reage ainda mais para gerar oxigénio singleto e radical hidroxil (SUZUKI et
al., 1983). Na presenca de H?0O? como agente oxidante, a MPO catalisa o acoplamento oxidativo de
fenol e AAP originando um produto colorido, a quinoneimina, com uma absorbancia maxima de
512nm. Os resultados foram expressos em uM de quinoneimina produzido em 30 min (uMq/30min).

TBARS: a geragdo de radicais livres e a lipoperoxidacao sdo reagdes extremamente rapidas,
que sdo, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), entre as quais o malondialdeido ¢ o principal. A formagdo de MDA, pela
quebra de acidos graxos poli-insaturados ¢ um conveniente método para se determinar o grau de
peroxidacao lipidica (PATOCKOVA et al., 2003). A técnica de TBARS baseia-se na reagdao do

malondialdeido com o acido tiobarbittrico, que resulta em uma coloragdo résea, determinada através
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de método colorimétrico, em 532 nm.Os resultados foram expressos em nmol de MDA/ml (VACA,
WILHEM, HARMS-RINGDAHL, 1988; BABER, HARRIS, 1994).

Proteina C-reativa: € uma proteina sintetizada pelo figado e trata-se de uma proteina reativa
de fase aguda, tendo como indutor principal a interleucina-6 (IL-6), que influencia o processo de
transcricdo da proteina durante a fase aguda de um processo inflamatorio ou infeccioso. A
quantificagdo foi realizada pelo método turbidimétrico, no qual a aglutinacio de particulas de latex
recobertas com anticorpos antiproteina c-reativa ¢ quantificada pela absorc¢ao da luz por tais particulas

(SUNG, et al., 2002).

5.4.7 Analise da Rotina Bioquimica

Segundo normativas e resolucdes referentes ao tratamento e ao manejo clinico de pacientes
renais cronicos em hemodialise (BRASIL, 2009; BRASIL, 2012; BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b)
mensalmente as clinicas e hospitais responsaveis realizam exames laboratoriais para mensuragao e
acompanhamento da doenga, bem como para adotar os procedimentos terapéuticos adequados para
cada paciente.

Foram utilizados dados dos prontuérios dos pacientes referente aos resultados dos exames
bioquimicos mensais, a saber: Taxa de filtracdo glomerular (TFG), Albumina, 25-Hidroxivitamina D,
Célcio, Creatinina, Glicose, Lipoproteinas de alta densidade (HDL), Lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), Potéssio, Sddio, Uréia e Uréia Pos Didlise, antes e apos as intervengdes realizadas

na presente pesquisa.

5.4.8 Analise da Qualidade de Vida

O 36- Item Short Form Survey (SF-36) foi aplicado em cada paciente antes e apods as
intervencdes, para a avaliagdo de qualidade de vida. O SF-36 ¢ um questiondrio validado e
multidimensional composto por 36 itens com duas dimensoes: saude mental e satde fisica. Essas
dimensdes sdo constituidas por oito componentes: capacidade funcional, aspectos fisicos, dor, estado
geral de saude, vitalidade, aspectos sociais, aspectos emocionais e saude mental. E valido ressaltar
que os unicos componentes que fazem parte tanto da dimensao de saude mental quanto de saude fisica,

sao a vitalidade e o estado geral de saude.
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Ilustracao 11 — Registro da aplicag@o do questionario SF-36 com os pacientes em hemodialise

Fonte: o autor (2022).
*Fotos autorizadas pelos pacientes através do TCLE.

O SF-36 ¢ composto por 11 perguntas, subdivididas ou ndo em itens, com possibilidade para
assinalar de 1 a 5 dependendo da identificagdo do paciente sobre o que ¢ solicitado. Essas alternativas
sdo convertidas e a pontuacdo final do SF-36 varia de 0 a 100, onde O corresponde ao pior e 100
corresponde o melhor estado de qualidade de vida (WARE et al., 1994a, b). O SF-36 ¢ utilizado para
avaliar a qualidade de vida em diversas doengas e processos patologicos, incluindo na doenca renal
cronica, destacando sua validagdo para avaliar pacientes em hemodialise (DIAZ-BUXO et al., 2000).

O SF-36 foi traduzido e validado para a lingua portuguesa em 1999 por Ciconelli et al.
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5.5 ESTATISTICA
As diferencas estatisticas entre os conjuntos de valores dos diferentes tratamentos foram
determinadas usando os testes de Willcoxon e Anova de duas vias, além da utilizacdo do teste de

Dixon para os outliers. O software utilizado para as analises foi o Statistica® 8.0 (STATSOFT). As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas com p < 0,05.

6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

O estudo foi composto por 126 pacientes em programa regular de hemodialise com idade

55,90+15,01 anos, sendo 63 homens (50%) e 63 mulheres (50%), distribuidos conforme Tabela 1.

Tabela 1.Caracterizagdo da amostra.

Idade Sexo
(n) Masculino (n) Feminino (n)
56,15+12,34 53,34% 46,66%
Grupo Controle
(30) (16) (14)
57,39+14,51 42,43% 57,57%
Grupo AUR (33) (14) (19)
50,90+16,36 51,61% 48,39%
Grupo EFR (31) (16) (15)
59,43+14,16 53,12% 48,88%
Grupo AUR+EFR (32) (17) (15)

Dados expressos em média, desvio padrdo (+), niimero (n) e porcentagem (%)

AUR= auriculoterapia; EFR= Exercicio Fisico Resistido; AUR+EFR= associagdo entre auriculoterapia e
exercicio fisico resistido
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As principais causas de insuficiéncia renal foram: Glomerulopatias e outras doengas
autoimunes (31,74%, n=40), HAS (19,84%, n=25), DM (16,66%, n=21), associa¢do entre DM ¢ HAS
(15,87%, n=20) e causas indeterminadas (15,87%, n=20), distribuidas conforme Tabela 2.

Tabela 2. Doengas responsaveis pela insuficiéncia renal cronica.

Grupo Grupo AUR Grupo EFR Grupo
Controle (n) (n) AUR+EFR
(n) (n)
Glom./Autoimunes 23,33% 27,28% 29,05% 25%
(7) (€)) (€)) 8)
Causas Indeterminadas 20% 24,24% 19,35% 21,87%
(6) (®) (6) (7)
DM 20% 18,18% 12,90% 15,63%
(6) (6) 4 )
DM+HAS 16,67% 15,15% 12,90% 18,75%
() (%) 4) (6)
HAS 20% 15,15% 25,80% 18,75%
(6) (5) (8) (6)

Dados expressos em niimero (n) e porcentagem (%). AUR= auriculoterapia; EFR= Exercicio Fisico Resistido;
AUR+EFR= associagdo entre auriculoterapia e exercicio fisico resistido; DM= diabetes mellitus; HAS= hipertensdo
arterial sist€émica; DM+HAS= associagdo entre diabetes mellitus e hipertensdo arterial sistémica; Glom./Autoimunes=
glomerulopatias e outras doengas autoimunes.

6.2 PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO
6.2.1 Antioxidantes
A determinagdo e a quantificacao dos niveis plasmaticos de PSH antes e ap0s as intervencgoes,

apesenta uma tendéncia visivel na Ilustragdo 12, ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa (p < 0,05) em nenhum dos grupos avaliados.
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Ilustracdo 12. Grafico referente aos niveis séricos de PSH antes e apds os tratamentos

4000

R Pre
9 = Pés
3000
= 4
=
~ 2000+
I
»
m E
1000
0-
Controle  Auriculoterapia Exercicio Auriculoterapia
Fisico + Exercicio
Resistido Fisico
Resistido

As barras representam o desvio padrdo da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes e apds a intervencao de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

Os niveis plasmaticos de NPSH evidenciados na Ilustracdo 13, apresentaram diminuigao
significativa (p < 0,05) apos todas as intervengdes realizadas, concomitantemente ndo apresentando

diferengas estatisticas entre os grupos de tratamento.

Ilustracao 13. Grafico referente aos niveis séricos de NPSH antes e apos os tratamentos
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As barras representam o desvio padrao da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes ¢ apds a intervencdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

A concentracdo de Vitamina C no soro dos pacientes conforme Ilustracdo 14, evidenciou
aumento significativo (p < 0,05) apds o exercicio fisico resistido e na associacao entre auriculoterapia
e exercicio fisico resistido, concomitantemente também foi expressa diferenca estatisticamente

significante (p < 0,05) na comparacado entre os grupos de intervengao.

Ilustracao 14. Grafico referente aos niveis séricos de Vitamina C antes e apos os tratamentos
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As barras representam o desvio padrdo da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes e apds a intervengdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

Referente a atividade da enzima SOD no sangue dos pacientes, expressa pela Ilustragdo 15,
todos os grupos apresentaram aumento significativo (p < 0,05) apds suas respectivas intervengoes, do
mesmo modo que a comparagao entre os grupos de tratamento apresentou diferenca significativa apos

as intervengdes (p < 0,05).
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Ilustracao 15. Grafico referente atividade da SOD antes e apds os tratamentos
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As barras representam o desvio padrdo da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes ¢ apds a intervencdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

6.2.2 Marcadores de Danos Oxidativos e Mediadores Inflamatdrios

A determinacgdo dos niveis plasmaticos de MPO antes e ap0Os as intervengdes expressa na
[lustragao 16, demonstra diminui¢ao na concentragao desse componente apos os tratamentos, no qual
encontram-se diferencgas significativas (p < 0,05) nos grupos referente as intervengdes de exercicio
fisico resistido e na associag@o entre auriculoterapia e exercicio fisico resistido. A comparagao entre

os grupos também apresentou diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05).
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Iustracio 16. Grafico referente atividade da MPO antes e apds os tratamentos
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As barras representam o desvio padrdo da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes e apds a intervencdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

Relativo aos niveis de TBARS expressas pela Ilustragao 17, houve um tendéncia a diminuigao

nos niveis plasmaticos em todos os grupos de intervengdao, porém sé foi encontrada diferenca

estatisticamente significativa (p < 0,05) no grupos de auriculoterapia e na associacdo entre

auriculoterapia e exercicio fisico resistido. Referente aos dados de comparagdo entre os niveis nos

diferentes grupos de intervengdo, ¢ possivel evidenciar diferenca estatisticamente significante (p <

0,05) em todos os grupos.

Ilustracao 17. Grafico referente aos niveis séricos de TBARS antes e apds os tratamentos
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As barras representam o desvio padrdo da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes ¢ apds a intervencdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.

A determinagdo e a quantificagdo dos niveis da Proteina C-reativa como mediadora de
processos inflamatorios agudos, antes e apoOs as intervengoes, apesar de apresentar um pequeno
aumento visivel na Ilustracdo 18, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
em nenhum dos grupos avaliados, porém a comparagdo entre os grupos apresenta resultados

significativos (p < 0,05).

Ilustracido 18. Grafico referente aos niveis séricos da Proteina C-reativa antes e apds os tratamentos
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As barras representam o desvio padrao da média;
*denota diferenga significativa (p<0,05) antes e apds a intervengdo de acordo com o Teste de Wilcoxon;
** denota diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de acordo com o Teste Anova de duas vias.
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6.3 PERFIL BIOQUIMICO

Dentre os principais exames laboratoriais utilizados para o diagndstico e o manejo clinico de pacientes renais cronicos sob tratamento

hemodialitico, foi possivel observar melhora e resultados positivos em alguns componentes com determinadas intervengdes.

Tabela 3. Exames bioquimicos de rotina durante tratamento hemodialitico antes ¢ apds intervengoes.

Auriculoterapia + Exercicio

Controle Auriculoterapia Exercicio Fisico Resistido Fisico Resistido
Pré Pos p Pré Pos p Pré Pos p

TFG 5,47 5,79 7,52 0,017* 5,75 7,73 0,027* 5,51 5,90 0,122
Albumina 3,79 3,87 4,28 0,001* 3,83 3,72 0,027* 4,09 3,65 <0,001*
25-Hidroxivitamina D 29,11 27,17 26,68 0,893 35,18 32,78 0,845 31,01 32,46 0,829
Calcio 8,43 8,47 8,59 0,918 8,54 8,59 0,501 8,51 8,98 0,006*
Creatinina 9,80 9,37 8,88 0,844 9,26 7,71 0,205 9,48 9,10 0,328
Glicose 122,36 154,36 115,82 0,047* 122,93 119,30 0,950 136,07 127,35 0,882
HDL 38,03 38,31 39,87 0,169 3547 38,54 0,081 40,17 34,58 0,118
LDL 76,36 76,15 88,60 0,094 89,34 80,46 0,618 93,06 85,59 0,576
Potassio 5,23 5,77 5,58 0,213 5,24 5,35 0,312 5,43 5,22 0,346
Sodio 138,36 135,97 134,94 0,004* 137,55 134,83 <0,001* 137,30 134,23 <0,001*
Ureia 146,15 146,06 149,30 0,736 156,07 154,53 0,765 162,04 145,42 0,049%*

Ureia Pos 58,19 58,22 57,03 0,568 62,31 61,10 0,417 65,07 57,27 0,101

Dados expressos em média; *denota diferenca significativa antes e apds a intervenc¢do de acordo com o Teste de Wilcoxon
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Posterior ao protocolo de 12 semanas do tratamento de auriculoterapia, foi possivel constatar estatisticamente a diminui¢ao e a melhora
nos niveis da Glicose (p=0,047) e nos niveis de Sodio (p=0,004). Juntamente a essa situagdo, ¢ constatado aumento significativo nos resultados
referente aos niveis de Albumina (p=0,001) e aos niveis da TFG (p=0,017).

A intervencdo baseada no protocolo de 36 sessoes de exercicio fisico resistido durante 12 semanas, proporcionou aumento significativo
nos niveis da TFG (p=0,027), concomitantemente foi responsavel por provocar a diminui¢ao nas taxas de Albumina (p=0,027) e de Sodio (p<0,001)
nos respectivos pacientes.

O tratamento associativo de 12 sessdes de auriculoterapia com 24 sessoes de exercicio fisico resistido durante 12 semanas, afetou os niveis
de calcio (p=0,006) fazendo com que os mesmos aumentassem, contudo também promoveu a diminui¢do dos niveis de Albumina (p<0,001),
Sédio (p<0,001) e Ureia (p=0,049).

Os demais marcadores bioquimicos dos pacientes em hemodialise, a saber: 25-Hidroxivitamina D, Creatinina, HDL, LDL, Potéssio e

Ureia Po6s, ndo apresentaram nenhuma diferenga estatisticamente significante posteriormente aos tratamentos nao farmacologicos realizados.

6.4 QUALIDADE DE VIDA

Das oito dimensoes avaliadas pelo questionario de qualidade de vida SF-36, foi possivel observar melhora e resultados positivos em todos

0s grupos, porém somente em alguns componentes existiu diferencga significativa (p < 0,05).
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Tabela 4. Pardmetros de qualidade de vida antes e apds intervengdes.

Auriculoterapia + Exercicio

Controle Auriculoterapia Exercicio Fisico Resistido Fisico Resistido

Pré Pos p Pré Pos p Pré Pos p
Capacidade Funcional 55,50 37,50 57,21 0,012* 55,50 63,83 0,258 50,71 69,64 0,033*
Aspectos Fisicos 15,83 19,12 47,06 0,003* 10,83 65,83 <0,001* 16,96 57,14 <0,001*
Dor 54,87 52,26 69,94 0,012* 64,27 56,43 0,277 41,25 75,61 <0,001*
Estado Geral de Saude 43,27 51,32 60,15 0,099 4890 55,63 0,108 48,57 61,32 0,009*
Vitalidade 50,33 58,09 72,35 0,026* 56,67 63,50 0,065 55,89 78,39 <0,001*
Aspectos Sociais 66,67 78,31 78,31 0,951 74,58 82,13 0,122 73,66 90,63 0,029*
Aspectos Emocionais 24,44 35,29 70,59 0,003* 14,44 66,67 <0,001* 25,00 77,38 <0,001*
Saude Mental 37,71 57,41 72,12 0,049* 56,13 72,40 <0,001* 49,86 73,57 <0,001*

SF-36 Short Form Survey 36; Dados expressos em média; *denota diferenca significativa (p<0,05) antes e apos a interveng@o de acordo com o Teste de Wilcoxon.

Apds o tratamento, o grupo auriculoterapia apresenta melhoras significativas (p < 0,05) nos componentes da qualidade de vida referente
a Capacidade Funcional, Aspectos Fisicos, Dor, Vitalidade, Aspectos Emocionais e Sautde Mental. No que se refere a intervencao de exercicio
fisico resistido, exprime-se resultados significantes (p < 0,05) nos componentes relacionados aos Aspectos Fisicos, Aspectos Emocionais e Saude
Mental.

No que corresponde a intervengdo baseada na associacdo ente auriculoterapia e exercicio fisico resistido, denota-se resultados
significativos (p < 0,05) em todos os componentes da qualidade de vida, a saber: Capacidade Funcional, Aspectos Fisicos, Dor, Estado Geral de

Saude, Vitalidade, Aspectos Sociais, Aspectos Emocionais e Satde Mental.
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7 DISCUSSAO

Devido as condigdes clinicas e patoldgicas prévias correspondentes as doencas que
desencadearam o quadro de insuficiéncia renal cronica ¢ possivel identificar um ambiente altamente
influenciado pelo desbalango entre radicais livres e antioxidantes, levando ao quadro de estresse
oxidativo (ZARGARI, SEDIGHI, 2015; PEDRUZZI et al.,2015).

Referindo-se a determinacao da atividade antioxidante pos-intervengao, os niveis de PSH nao
tiveram alteragdes significativas em nenhum grupo no presente estudo, o que também foi constatado
por Bratti (2011) em seu estudo envolvendo o efeito de um protocolo de natagdo em camundongos
com isquemia. Como justificativa para tal, ¢ preciso analisar de que forma a doencga renal cronica
afeta a funcdo mitocondrial e o efeito do exercicio fisico e da auriculoterapia sobre ela, tendo em vista
a relagdo estreita entre PSH e mitocondria.

Os achados referente a diminui¢@o nos niveis dos NPSH apos intervengdes, sdo justificaveis
de acordo com os achados de Tromm e autores (2018) e Bratti (2011), nos quais ¢ evidenciado que
os protocolos ocasionaram uma ativagdo das enzimas Glutationa reduzida e Glutationa oxidada
devido utilizagdo dos grupamento -SH no seu ciclo de regeneragao.

Outro componente extremamente importante devido sua capacidade antioxidante € a Vitamina
C, que ap6s a intervengdo de exercicio fisico resistido e na associacdo entre auriculoterapia e exercicio
fisico resistido constatou-se aumento significativo em sua concentra¢do. Indo ao encontro com o
Quadros e Barros (2016) evidenciam, na qual a Vitamina C € um antioxidante ndo enziméatico exdgeno
e consequentemente ao fato de que os pacientes ndo realizam suplementag@o alimentar, esse aumento
pode estar relacionado a diminuigdo nos niveis de espécies reativas e radicais livres, que também sdo
expressas no presente estudo, tendo em vista a degradacdo da Vitamina C para suprir as demandas de
doagdo de elétrons em quadros de estresse oxidativo.

A defesa enzimatica antioxidante representada nesse estudo pela atividade da SOD apresentou
aumentos significativos em todos os grupos de intervencdo, sendo pelas técnicas isoladas de
auriculoterapia e exercicio fisico resistido, ou em conjunto. Esses achados enfatizam o que Franzt
(2016) relata apos protocolo de acupuntura manual em camundongos induzidos a convulsdes e
também com os achados de Tromm e autores (2018) com treinamento agudo para camundongos,
demonstrando um efeito protetivo com o aumento desses niveis.

Dentro da quantificacdo dos marcadores de danos oxidativos e mediadores inflamatorios, o

presente estudo identificou que a MPO, um marcador de neutré6filos e um marcador inflamatorio,
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apresentou-se significativamente diminuido apds a utilizagdo do exercicio fisico resistido e da
associacao dentre auriculoterapia e exercicio fisico resistido, corroborando com os achados de Acioli
(2014) e Santos (2012) que apresentaram reducdo de MPO associados a tratamento com
eletroacupuntura em camundongos e também com Mota (2013) que sugere um efeito protetivo ao
aumento da atividade da MPO apds o exercicio fisico. A diminui¢do desse marcador sugere um efeito
protetivo no que se refere a diminuicao dos efeitos deletérios que espécies reativas de oxigénio podem
causar no organismo.

A peroxidagao dos lipideos que exprime indiretamente a acdo dos radicais livres no soro,
servindo também como alternativa na mensuracao do estresse oxidativo, ¢ avaliada por meio da
concentracdo de TBARS. Os valores de TBARS sérico foram diminuidos significante no grupo
auriculoterapia e no grupo associativo de auriculoteraia e exercicio fisico resistido quando
comparados com os valores anteriores a intervengdo, corroborando com os achados de Azizbeigi et
al. (2013) que aplicaram 8 semanas de exercicios de resisténcia e com Acioli (2014) que aplicou
eletroacupuntura em camundongos.

Os achados de um ensaio randomizado realizado por Santos et al. (2019) vao de encontro com
os resultados encontrados na presente pesquisa, no qual o efeito agudo do exercicio de vibracao de
corpo inteiro (VCI) nos marcadores de estresse oxidativo em mulheres de meia-idade com
fibromialgia, promoveu uma reducdo na atividade enzimatica TBARS (MDA) sugerindo um efeito
modulatorio sobre o balango Retox.

Outro marcador de processos inflamatorios € Proteina C-reativa, que assim como Abdi et al.
(2012) apos realizagdo de protocolo de acupuntura em pacientes obesos e Viana et al. (2014)
posteriormente ao treinamento fisico em pacientes com risco cardiovascular, ndo apresentou mudanga
ou diferencas significativas. Devido a sensibilidade e a instabilidade da técnica para determinagao
desse mediador, pequenas alteragdes fisioldgicas podem interferir no resultado, principalmente por
se tratar de uma técnica para determinacdo de processos inflamatorios de fase aguda.

Tratando-se dos padrdes bioquimicos de rotina dos pacientes em hemodialise, o presente
estudo comprova o que Melo e autores (2020) relatam apos intervencdes baseadas em técnicas de
acupuntura auricular, eletroacupuntura e acupressao, no que se refere ao aumento dos valores de TFG.
Entretanto os resultados sdo opostos nos valores de Albumina, Glicose, Sédio e Ureia, nos quais Melo
e autores (2020) ndo demonstram diferencas significativas e a atual pesquisa denota resultados

significativamente positivos.
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Segundo Oliveira e autores (2020) a rotina bioquimica apds exercicio aerdbico intradialitico
foi alterada, denotando aumento nos valores séricos de Calcio, Sodio e Ureia € ndo demostrando
diferenga na TFG. Todavia, nesse estudo foi possivel observar diferengas significativas apos as
sessoes de exercicio fisico resistido na TFG, na Albumina e corroborando com Oliveira e autores
(2020) nos niveis de Sodio.

A alteragdo bioquimica proporcionada pelos tratamentos ndo farmacoldgicos de
auriculoterapia e exercicio fisico resistido, pode ser uma ferramenta eficaz para o tratamento e para o
manejo clinico da doenga renal crdonica, visando a sua utilizacdo como tratamentos auxiliares e
complementares ao tratamento intensivista hemodialitico (MELO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020)

Além de alteragdes fisiologicas, pacientes em hemodidlise apresentam alteragdes na
percepcao de qualidade de vida, devido todas as conjunturas e consequéncias que sua condigdo de
saude proporciona. Tendo sua qualidade de vida alterada, pode-se constatar um manejo clinico com
maiores dificuldades, considerando os impactos que a diminui¢do da qualidade de vida pode causar
sobre a saude fisica e mental destes pacientes (BEZERRA, HORA, GIL, 2018; SANTOS, et al., 2018).

A melhora na qualidade de vida dos pacientes ap6s intervencao com exercicio fisico resistido
foi constatada no presente estudo, corroborando com outros estudos que relatam efeitos positivos de
intervengdes com exercicios fisicos na qualidade de vida de pacientes com doencga renal cronica.
Segura-Orti et al. (2008) estudaram 16 pacientes de hemodidlise e observaram melhora da saude
mental ap0ds intervencdo com exercicio de for¢a, concomitantemente Oh-Park et al. (2002) relatam
que a combinacdo de exercicios de forga com aerdbios também causou melhora nos componentes
fisicos e mentais de 22 pacientes em hemodidlise.

Referindo-se a auriculoterapia ¢ possivel constatar melhora significativa na percepc¢ao de
qualidade de vida pelos pacientes em hemodiélise, o que também ¢€ retratado por Wang et al. (2014)
referente seu protocolo de estimulacao auricular realizado em pacientes diagnosticados com doenca
renal cronica durante o procedimento de hemodialise. E perceptivel melhora nos dominios social,
fisico e psicoldgico, o que denota a auriculoterapia como um tratamento eficaz quando utilizado como

intervencao visando melhora da qualidade de vida e na satide de pacientes com doenga renal cronica.
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados na presente pesquisa, o uso da auriculoterapia e do
exercicio fisico resistido associados ou ndo, apresentam-se como terapias nao farmacologicos
promissoras no controle do estresse oxidativo, na regulacao da rotina bioquimica ¢ na melhoria da
qualidade de vida dos pacientes com doenca renal cronica durante tratamento hemodialitico.

Os danos oxidativos foram diminuidos apds as intervengdes, a saber: MPO (exercicio fisico
resistido e associagdo entre auriculoterapia e exercicio fisico resistido) e TBARS (auriculoterapia e
associacdo entre auriculoterapia e exercicio fisico resistido); enquanto a defesa antioxidante nao
enzimatica (Vitamina C) foi aumentada apos as intervengoes de exercicio fisico resistido e associacao
de auriculoterapia e exercicio fisico resistido; e a defesa antioxidante enzimatica (SOD) foi
aumentada apos todos os tratamentos realizados.

Ao que diz respeito a rotina bioquimica dos pacientes, a alteragao proporcionada pelos
tratamentos ndo farmacoldgicos de auriculoterapia e exercicio fisico resistido nos valores de TFG,
Albumina, Calcio, Glicose, Sddio e Ureia, pode ser uma ferramenta eficaz para o tratamento e para o
manejo clinico da doenga renal cronica, visando a utilizagdo dessas intervengdes como tratamentos
auxiliares e complementares ao tratamento intensivista hemodialitico.

Referente a melhora na qualidade de vida verifica-se resultados em todos os dominios (fisico,
psicologico e social) dando énfase apds a utilizagdo combinada de auriculoterapia e exercicio fisico
resistido, enquanto as intervencdes individuais de auriculoterapia e exercicio fisico resistido
apresentaram melhoras em alguns componentes, sendo eles aspectos fisicos, dor e aspectos
emocionais e aspectos fisicos, dor, aspectos emocionais e saide mental, respectivamente.

Conclui-se, entdo, que a aplicagdo dos tratamentos de auriculoterapia e de exercicio fisico
resistido em pacientes submetidos a hemodialise promoveram protecdo sobre o estresse oxidativo por
aumento dos niveis de antioxidantes, além de reduzir as espécies reativas de oxigénio e de alguns
mediadores que sugerem processos inflamatérios. Esses tratamentos ndo farmacologicos também
alteraram marcadores bioquimicos rotineiros dos pacientes e para mais serviram como ferramentas

para o aumento da percep¢ao de qualidade de vida.
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ANEXO 1
Versao Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

1- Em geral vocé diria que sua saude ¢é:
Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim
1 2 3 4 5
2- Comparada hd um ano atrds, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?
Muito Melhor Um Pouco Melhor Quase a Mesma Um Pouco Pior Muito Pior
1 2 3 4 5
3- Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum. Devido a

sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

Nao, ndo
dificulta de
modo algum

Sim, dificulta Sim, dificulta

Atividades .
muito um pouco

a) Atividades Rigorosas, que exigem muito
esforco, tais como correr, 1 2 3
levantar objetos pesados, participar em
esportes arduos.

b) Atividades moderadas, tais como mover
uma mesa, passar aspirador de 1 2 3
po, jogar bola, varrer a casa.

¢) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
2) Andar mais de 1 quilometro 1 2 3
h) Andar varios quarteirdes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3
4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com alguma

atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao

a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?

b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2




5-

c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades.

d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p.
ex. necessitou de um esforgo extra).

Durante as tltimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho
regular didria, como consequéncia de algum problema emocional (como se sentir deprimi

do ou ansioso)?

ou outra atividade

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado 1 2

como geralmente faz.

6- Durante as tltimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais interferiram nas suas
atividades sociais normais, em relacdo a familia, amigos ou em grupo?
De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente Bastante Extremamente
1 2 3 4 5
7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as ultimas 4 semanas?
Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave
1 2 3 4 5 6
8- Durante as tltimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho dentro
de casa)?
De maneira alguma Um pouco Moderadamente Bastante Extremamente

1 2 3 4 5

9- Estas questdes sao sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as ultimas 4

semanas. Para cada questdo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime de maneira como vocé se sente, em relagao

as ultimas 4 semanas.

A maior Uma boa | Alguma Uma
Todo pequena | Nunca
T parte do parte do | parte do
emp parte do
tempo tempo tempo
0 tempo
a) Quanto tempo vocé tem
se sentindo cheio de 1 2 3 6
vigor, de vontade, de
forga?
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b) Quanto tempo vocé
tem se  sentido 1 2 3 4 5 6

uma pessoa muito
nervosa?

¢) Quanto tempo vocé tem
se sentido tdo deprimido | 2 3 4 5 6
que nada

pode anima-lo?

d) Quanto tempo vocé tem
se sentido calmo ou 1 2 3 4 5 6
tranqiilo?

e) Quanto tempo vocé
tem se  sentido 1 2 3 4 5 6

com muita
energia?

f) Quanto tempo vocé tem
se 1 2 3 4 5 6
sentido

desanimado ou abatido?

g) Quanto tempo vocé tem
se 1 2 3 4 5 6
sentido

esgotado?

h) Quanto tempo vocé
tem se  sentido 1 2 3 4 5 6
uma pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé
tem se sentido cansado?

10- Durante as tltimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua satide fisica ou problemas emocionais interferiram
com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
Tempo tempo Tempo parte do tempo do tempo
1 2 3 4 5
11- O quanto verdadeiro ou falso ¢ cada uma das afirmagdes para vocé?
. A maiori A maiori -
Definitivamente matoria Nao matoria Definitiva-
. das vezes . das vezes
verdadeiro . sel mente falso
verdadeiro falso
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a) Eu costumo obedecer um
pouco mais facilmente que as
outras

pessoas

b) Eu sou tdo saudavel

quanto qualquer pessoa que
eu conheco

¢) Eu acho que a minha
saude vai piorar

d) Minha saude
é
excelente
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ANEXO II

PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS) EM PLASMA

Principio da Técnica:

A lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da acdo dos radicais livres (RL) sobre os lipideos insaturados das membranas celulares,
gerando principalmente L', LO' e LOO', levando a grave alteracdo da membrana celular, causando
perda da fluidez, alteracdo da funcao secretora e dos gradientes idnicos transmembrana.

As alteragdes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo iénico
e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de
nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracbes do DNA, oxidacdo da LDL e comprometimento
dos componentes da matriz extra-celular (proteoglicanos, colageno e elastina) (Vaca, Wilhem,
Harms-Ringdahl, 1988; Baber, Harris, 1994)

A geracdo de RL e a LPO sdo rea¢Ges extremamente rapidas, que sdo, geralmente, mensuradas
pelos seus produtos, principalmente as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), entre
as quais o malondialdeido é o principal. A formacdo de malondialdeido, pela quebra de acidos graxos
poliinsaturados, € um conveniente método para se determinar o grau de peroxidacdo lipidica, sendo
assim uma ferramenta para 0 monitoramento das propriedades antioxidantes de qualquer substancia
(PATOCKOVA et al., 2003).

Preparo das Solucgdes:

BHT 10mM
-di-terc-butil metil fenol (Butylated hydroxytoluene - BHT); massa molar: 220g. - Pesar 0,220g e
diluir em 70 mL de etanol. - Completar o volume em um baldo volumétrico até 100 mL com agua

destilada. - Guardar em um frasco e armazenar na geladeira

MDA 0,03mM

Preparar 25mL de solucdo mée e diluir até obter a concentracéo de 0,03mM.

Solucéo Mée:
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- Para a solucdo mae (3mM) pipetar 18 microlitros de malonaldeido diethylacetal (MDA,
d=0,919g/mL) e diluir em 25mL de agua destilada. Fracionar em eppendorfs e

congelar! Validade 18 meses congelado a -20°C. (SEMPRE CONFERIR A DENSIDADE DO
MDA!!!)

Solucgéo de Uso:

- Diluir 0,5mL da solu¢do mée em 49,5mL de agua destilada, obtendo assim 50mL de uso de MDA

0,03mM. Estavel por no Max. 2h em banho de gelo.

H3PO41%

- Verificar a pureza de acido fosforico (geralmente 85%), fazendo o célculo:

x= 1,18 mL - Colocar um pouco de agua destilada na proveta antes do acido fosforico (proveta de
100 mL)
- Pipetar 1,18 mL de H3PO4 e colocar na proveta (acido sobre a agua). - Completar a proveta até 100

mL com agua destilada. - Guardar em um frasco e armazenar na geladeira.

SDS 8,1%
- Pesar 8,1g, dissolver em um béquer com aproximadamente 75 mL de agua destilada.

- Completar o volume com &gua destilada até 100 mL. - Colocar em um frasco e deixar na geladeira.

TBA 0,6%

- Pesar 0,69 de acido tiobarbitdrico e dissolver em aproximadamente 75 mL de agua destilada.

- Completar o volume com &gua destilada em uma proveta de 100mL.

- Guardar em um frasco ambar, sonicar por 5 minutos em temperatura ambiente e deixar decantar

antes do uso. Usar apenas o sobrenadante. Armazenar na geladeira. Validade: 30 dias.

Preparo da Amostra:
Coletar o sangue com anticoagulante (EDTA). Homogeneizar lentamente o sangue coletado e
centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm. Separar o plasma (amostra a ser utilizada) e armazenar na

geladeira até 0 momento do uso.



66

Curva Padréao e amostras: Pipetar os tubos da amostra e da curva conforme o quadro descrito abaixo

na seguinte ordem:

H20 BHT MDA H3PO4 SDS TBA Plasma
1% 8,1% 0,6%
Branco 50 uL 5uL - 295 uL 25 ul 125 uLL -
Cl 43,7 uL S5uL 6,25 nL 295 uL 25 uL 125 uLL -
C2 37,5 uL 5uL 12,5 uL 295 uL 25 uL 125 uLL -
C3 25 uL 5uL 25 uL 295 uL 25 uL 125 uLL -
C4 - 5uL 50 uL 295 uL 25 ulL 125 uLL -
Amostra | 25 uL 5uL e 295 uL 25 ul 125 uL 50 uL

Volume final: 500 uL

* Incubar no banho-maria por 1h a aproximadamente 95°C.

* Apds banho, esperar os tubos esfriarem e centrifugar as amostras e seus respectivos brancos por 10
minutos a 1000 RPM.

* Ler em espectrofotdometro em 532 nm.

* A estabilidade da cor para a leitura ¢ de 1 hora.

Calculo da quantidade de MDA:

Fazer a curva de concentracdo e achar a equacdo da reta ou achar o fator de calibragdo médio

(=concentracéo/absorbancia).

Referéncia (s) bibliografica:

OHKAWA, H.; OHISHI, H.; YAGI, K. Assay for lipid peroxide in animal tissues by thiobarbituric
acid reaction. Anal. Biochem. v.95, p. 351-358, 1979. JENTZSCH, A.M.; BACHMANN, H.;
FURST, P.; BIESALSKI, H. K. Improved analysis human of malondialdehyde in body fluids. Free
Radical Biology & Medicine. v. 20, n. 2, p. 251-256, 1996
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ANEXO III

PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C) EM
MICROPLACAS

Reagentes:

Vitamina C — estoque: 20 mg de acido ascdrbico: 20ml acido sulfurico (H2S040,1M)
Solucéo de vitamina C para uso no dia: 1 ml de estoque 20ml de H2S040,1M
TCA 13,3%: Pesar 13,39 de acido tricloroacético (TCA) em 100ml de agua destilada.

DNPH: Pesar 2g de DNPH (P.A. ou 97%), 0,23g de tiuréia e 0,279 de sulfato de cobre. Diluir essa
mistura em 49ml de H2SO4PURO, e depois completa-se para 100ml de agua destilada. Armazenar

em frasco ambar de vidro.

NO GELO: Pegar um bécker de 100ml, colocar 35 ml de agua destilada e vai virando aos poucos 65
ml de H2SO4 (medido em proveta). (H2SO4 65%)

PREPARACAO DAS AMOSTRAS:

Soro/plasma: 500ul de amostra + 500ul de TCA 10%. Agitar no vortex. Centrifugar por 15 min. A

3500 rpm. Retirar o sobrenadante e colocar nos tubos para incubar.

TCA 10%: Dissolver 10g de TCA em 100ml de agua destilada.

CURVA
Acido ascorbico | H20 TCA 13,3% DNPH
Branco - 50 uL 80 uL 20 uL
Pogo 1 10 uL 40 uL 80 uL 20 uL
Pogo 2 20 uL 30 uL 80 uL 20 uL
Poco 3 30 uL 20 uL 80 uL 20 uL
Quantificacao:

Amostra H20 TCA 13,3% DNPH
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100 puL 25 ul 25 uL 20 uL

Pipeta-se as quantidades acima em triplicata.

A ordem para pipetagem ¢: Amostra, agua, TCA e por ultimo DNPH.
ApOs a pipetar o DNPH deve-se incubar imediatamente.

Incubagdo de 2 horas a 37°C

Leitura em 520nm

Referéncia (s) bibliografica:

Galley, HF, Davies MJ, Webster NR. Ascorbyl radical formation in patients with sepsis: effect of
ascorbate loading. Free Radic Biol Med. 1996;20(1):139-43.

Jacques-Silva MC, Nogueira CW, Broch LC, Flores EM, Rocha JB. Diphenyl diselenide and
ascorbic acid changes deposition of selenium and ascorbic acid in liver and brain of mice.

Pharmacol Toxicol. 2001;88(1):119-25.
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ANEXO 1V

PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DE TIOIS PROTEICOS (PSH) E NAO
PROTEICOS (NPSH)

Amostra: Plasma com EDTA

Preparo dos reagentes:
TCA 10%: Dissolver 10g de TCA em 100ml de &gua destilada.

TFK 50mM pH 6,8:

Fosfato de potassio monobasico anidro Fosfato de potéassio dibéasico

136,09 ------------- 1000mm 174,16 ---------- 1000mM

R — 50Mm X=6,8 ) C——— 50mM x=8,7
6,8------mmmmmmoe- 1000mL 8,7 —-m-mmmmmmmmeee 1000mL

X mmmmmmmmmmeeeen 250mL Kommmmmmmmmmmmmeeeee 250mL

X=1,7g em 250mL de &gua destilada x=2,17g em 250mL de agua destilada

Obs.: Pesar os dois fosfatos nas quantidades indicadas e dissolver em 250ml com agua destilada
(preparar os dois separadamente). Colocar 0 mono sobre o di até acertar o pH em 6,8 (ndo vai todo o

mono).

DTNB 10 mM:

Preparar em baixa luminosidade (reagente fotossensivel). Cuidado ao lidar com DTNB (toxico).
Massa molar DTNB: 396,35 g/mol. Sendo assim:

* Adicionar 0,7927 g de DTNB +0,06 g de NaHCO3 (Bicarbonato de s6dio);

* Diluir em 180 mL de TFK pH 7,0 em um baldao volumétrico de 200 mL;

» Agitar até dissolugdo total dos reagentes;

» Completar o volume (para 200 mL) com o TFK pH 7,0.
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Observacgdes: O DTNB é um reagente que possui sensibilidade a luz, devendo ser pipetado no

€escuro.

- TIOIS NAO PROTEICOS (NPSH)

Para o procedimento de tidis ndo proteicos deve-se realizar a desproteinizacdo das amostras:
Para desproteinizar utiliza-se 10 uL de amostra + 150 ul de TCA 10%. Agitar em vortex e centrifugar

10 minutos a 2.000 rpm. Para anélise utiliza-se o sobrenadante.

Amostra TFK DTNB
40 uL 200 pL 20 uL

Realizar o procedimento em gelo.

Apbs pipetar o DTNB ler imediatamente em espectrofotdmetro a 412 nm.

- TIOIS PROTEICOS (PSH)

Sem desproteinizar para o procedimento (plasma puo)

Amostra TFK DTNB
40 uL 200 uL 20 uL

Realizar o procedimento em gelo.

Apbs pipetar o DTNB ler imediatamente em espectrofotdmetro a 412 nm.

Referéncia (s) bibliografica:

ELLMAN, G L. Tissue sulphydryl groups. Archives of biochemistry and biophysics, v.82, p. 70-
77, 1959.
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ANEXO V
PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE

A MPO é uma heme enzima produzida por mediadores inflamatorios e liberada a partir
de leucocitos no local da lesdo, portanto a MPO reflete a ativacdo de ambos neutrofilos e
linfécitos. A MPO catalisa a reacdo de ions de cloreto com H202 para gerar grandes quantidades
de &cido hipocloroso (HOCI), uma espécie reativa de oxigénio que reage ainda mais para gerar
oxigénio singleto e radical hidroxil.

Principio do método: Na presenga de H202 como agente oxidante, a MPO catalisa o acoplamento
oxidativo de fenol e AAP originando um produto colorido, a quinoneimina, com uma absorbancia

méaxima de 500nm.

AMOSTRA: Plasma colhido com EDTA A técnica pode ser realizada utilizando leucdécitos totais
como amostra, porém deve-se fazer a dilui¢do 1:5 (30ul amostra + 150ul de PBS), uma vez que esta

enzima apresenta-se em altas niveis nos leucocitos.
PREPARO DOS REAGENTES:

Todos os reagentes devem ser mantidos em geladeira. Preparar o
AAP e 0 H202 no dia! O Fenol pode ser preparado antes e

armazenado na geladeira.

Fenol 20mM:

94,11 — 1M - 1000mL

X -0,020M — 1000mL

X =1,882 - 1000MI

0,376g de FENOL para 200mL de H20O destilada.

AAP 2,5mM:

Aminoantipirina — nimero 94 no armario enzitox
203,24g — 1000mM — 1000mL

X -2,5mM-1000mL

X =0,508g - 1000mL
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0,1016g de AAP em 200mL de Fenol 20mM

Ajustar no bal&o volumétrico!

H202 1,7mM:
Adiciona-se 17ul de H202 1M em um baldo de 10mL e completa-se o0 volume com H20 destilada.

Pipetar em triplicatas:

Tubos Placa
Plasma 30 uL 12 uL
AAP 25 mM 390 uL 148 uL
H202 1,7 mM 450 pL 170 uL

Obs: para o branco, substituir o plasma por agua destilada.

Apés adicionado o perdxido, o cronometro deve ser acionado e as amostras colocadas no banho para
a incubacédo de 30min a 37 graus.

O branco também deve ser incubado.

A coloracéo final é rosa. As amostras séo lidas em 492nm, utilizando cubeta de volume reduzido.

Calculo da atividade:

Somente multiplica-se a absorbancia pelo fator de correcdo da técnica, ja estabelecido = 14. Abs x 14

Os resultados sdo expressos em micromolar de quinoneimina produzido em 30min.

Referéncia (s) bibliografica:

Suzuki K, Ota H, Sasagawa S, Sakatani T, Fujikura T. Assay method for myeloperoxidase in human
polymorphonuclear leukocytes. Anal Biochem. 1983 Jul 15;132(2):345-52. doi: 10.1016/0003-
2697(83)90019-2.
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ANEXO VI
PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO
DISMUTASE

Amostra: sangue citratado.
Para realizacdo do experimento as amostras precisam ser normalizadas para 2mg/ml de proteina

através da Técnica de Bradford.

Técnica de Bradford

Preparo dos Reagentes:

-Azul de Comassie (Brilliant Blue G Sigma): Pesar 0,1 g do Comassie, diluir com 50 mL de alcool
etilico, acrescentar 100 mL de &cido ortofosforico e ajustar o volume em baldo volumétrico de 1000
mL com agua destilada. Esse reagente deve agitar por 2 horas.

-Albumina Bovina: pesar 0,01g de albumina, diluir em 10 mL de Agua destilada.

Curva Padrdo:

Branco | 5 10 20 30 40
H20 Dest. 50 45ul | 40puL | 30 uL | 20 uL | 10 pLL
Albumina | - 5uL 10puL | 20 pL | 30 uL | 40 uL

- Em cada tubo adicionar 2,5 mL de Comassie, depois pipetar 300 uL na microplaca.

- Ligar o espectrofotdmetro e ajustar o comprimento de onda para 595 nm

- Zerar o espectrofotdmetro com o Branco e a Curva, na sequéncia proceder o calculo do fator de
correcdo. FC= (média abs — média branco)/concentracdo de albumina

FC precisa ficar entre 0,11-0,06

Analise de Proteinas:

- Antes de iniciar as analises identificar os tubos e filtrar o Comassie,
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- Em cada tubo pipetar adicionar 2,5 mL de Azul de Comassie filtrado e 50 ul da amostra diluida em
PBS 10mM 7,2pH*,

*A diluicdo da amostra ird depender da doenga/patologia e pode variar de paciente para paciente. Para
a DRC foi utilizado 70 uL de sangue em 930 uL de PBS.

- Depois pipetar 300 uL da amostra com Comassie na microplaca,

- Realizar leitura fotométrica (595nm).

- Para obter o resultado da concentracdo de proteinas deve-se aplicar o célculo:

(Abs da amostra . FC)/0,05 (50 uL) — Resultado deve ser aproximadamente 2,00 mg/ml

PROTOCOLO SOD

Reagentes:

PBS: Tampé&o PBS (10 mM) pH 7,2
Volume final de 200ml
o KCL 0,049
e NaCl 1,69
e Na2HPO4 x 12 H20 1,15g Dibasico — 95ml H20
o KH2PO4 0,289 Monobasico — 95 ML H20
Colocar o Mono sobre o Di e ajustar o pH para 7,2

« Agua 4cida: 50 ml de agua destilada, acrescentar aos poucos HCI (utilizar pipeta de pasteur),

verificar no PHmetro o pH deve ficar em 2,00.

« Adrenalina: Adrenalina (60mM] - FOTOSSENSIVEL
Pesar 0,029 de Adrenalina e acrescentar 1 ml de 4gua &cida. Depois manter a solucdo protegida da luz e no
gelo até o momento do uso.

Deve ser feita no momento do experimento e somente no volume necessario.
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Glicina: Diluir 0,375g em 100 ml de &gua destilada, o pH deve estar entre 10,5 a 10,8, se ficar

acido adiciona NaOH. A solucao deve ser mantida em uma temperatura de 37°C em banho mariae a

cada 4 leituras utilizando essa solucéo deve-se verificar o pH, pois tal solucdo pode se desestabilizar

e alterar as leituras.

Procedimento experimental microplaca:

-Pipetar diferentes volumes de amostra normalizada (5-10-15-20-25);

-AO ndo val amostra;

Paciente A

Paciente B

Paciente C

Paciente D

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

AO

SuL

SuL

SuL

SuL

S5uL

S5uL

SuL

SuL

SuL

SuL

SuL

SuL

10 uLL

10 uLL

10 uL

10 uL

10 uL

10 uL

10 uL

10 uLL

10 uLL

10 uLL

10 uLL

10 uLL

15 pL

15 pL

15 pL

15 pL

15 uL

15 uL

15 pL

15 pL

15 pL

15 pL

15 pL

15 pL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

20 uL

25 uL

25 uL

25 uL

25 uL

25 ul

25 ul

25 uL

25 uL

25 uL

25 uL

25 uL

25 uL

-Pipetar diferentes volumes de glicina dependendo da amostra:

AO 200 pL de glicina

-Realizar leitura fotométrica a 480nm salvar como inicial;

5 uL amostra para 195 pL de glicina

10 pL amostra para 190 pL de glicina

15 pL amostra para 185 puL de glicina

20 uL amostra para 180 uL de glicina

25 pL amostra para 175 pL de glicina

-Pipetar 15 uL de adrenalina* em cada pogo com a placa ja no leitor, realizar pipetagem o mais

répido possivel e no escuro.

*O volume da adrenalina ¢ variavel dependendo da amostra, podendo ser de 5 pL a 20 pL.

-Ler absorbancia no modo cinético (30 leituras a cada 15s) e salvar como final;




76

***A leitura precisa formar uma curva para estar correto o experimento, caso iSso nao

acontega verificar todos os reagentes (pH, temperatura e niveis ) e/ou diluicdo das amostras™**

Calculo:

1. Para cada ponto amostrado nos 10 min calcular:
A = ABS CINETICA - ABS BRANCO
2. Para os valores de delta, verificar a linearidade da absobancia em funcéo do tempo durante 2:30
min (2:00 — 4:30 min). Obs.: para isso seleciona-se todos os valores dos Ajunto com 0s tempos no
modo de colunas (modo de exportar os dados), depois cria-se um grafico de dispersao de linhas.
3. Para os valores dentro da linearidade, calcular a area sob a curva (utilizando o GraphPad-Prismb5).
4. Calcular a média das areas sob a curva da auto-oxidacéao
5. Expressar os valores das amostras em percentual em relacdo a auto-oxidacao: %=média das areas
sob a curva das amostras/médias das areas sob a curva da auto-oxidacao.
6. Determinar a equacdo da reta para cada amostra (utilizar volumes distintos 5-20 ul) — criar
grafico de dispersao.
7. Calcular Vi50 para as amostras, utilizando a equacéo da reta. (Vi50 é o quanto de enzima
necessaria para inibir 50% da oxidacdo da adrenalina).
Configurar grafico: inserir linha de tendéncia — exibir equacao da reta — exibir valor de R2
Sendo a equacao da reta: y=ax+b, o calculo para isolar o X, seria: Vi50=(0,5-b)/a
8. Anotar a concentracdo de proteina de cada amostra.
9. Calcular a atividade da SOD (Units. Mg protein -1):
Units mg protein-1=1000/Vi50.concentacdo da proteina

10. Calcular a media das atividades da SOD para as amostras.

Referéncia (s) bibliogréfica:

J.M. Mc Cord, I. Fridovich, Superoxide dismutase: an enzymatic function for erythrocuprein
(hemocuprein), J. Biol. Chem. 244 (1969) 6049-6055.
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