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Resumo

Introducéo: O resveratrol é uma fitoalexina natural cujos principais beneficios devem-se as suas propriedades anti-
inflamatodrias e antioxidantes. Os seus efeitos sugerem que este é um suplemento Util para a redugao da inflamagao,
podendo desempenhar um papel fundamental na prevencéo das doencas cardiovasculares. Este promove a vasodilatagao
pela indugdo da sintese de 6xido nitrico (NO), possui atividade antitrombética e evita a agregagéo plaquetaria. O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) é responsével pelaangiogénese, sendo asuaexpressaoinfluenciada peloresveratrol.
Objetivos: Avaliar o efeito do resveratrol no perfil vascular pela determinacgéo da pressao arterial e dos biomarcadores
interleucina-6 (IL-6), proteina C reativa (PCR), VEGF e NO. Material e Métodos: 27 alunos com idades compreendidas
entre os 18 e os 22 anos foram divididos em grupo controlo (GC) e grupo de intervengao (Gl), que consumiram placebo
e 100 mg de resveratrol por dia, respetivamente, durante 1 més. A pressao arterial foi medida com aparelho automatico
validado. Os niveis de PCR foram obtidos por imunoturbidimetria, os de IL-6 e VEGF por slot blot e a quantificacdo de
NO por espectrofotometria. Resultados: Entre os grupos observou-se uma diminuicdo da presséo arterial braquial e
central (p<0.05). A variagao negativa no NO apresentou-se superior no GC apesar das diferengas ndo serem significativas
(p>0,05). Nos restantes marcadores avaliados néo se observaram diferencas significativas. Conclusées: A ingestdo regular
de resveratrol parece ser uma abordagem preventiva a nivel vascular, dado que modula positivamente o perfil vascular,
reduzindo a presséo arterial. A variagao nos niveis de NO podera ajudar a explicar os beneficios verificados.

Palavras-chave: Interleucina-6, Proteina C Reativa, Pressao arterial, VEGF, Oxido Nitrico.

Summary

Introduction: Resveratrol is a natural phytoalexin whose main benefits are due to its anti-inflammatory and antioxidant
properties. Its effects suggest that this is a useful supplement for reducing inflammation and may play a key role in
cardiovascular disease prevention. It promotes vasodilation by induction of nitric oxide (NO) synthesis, has antithrombotic
activity and prevents platelet aggregation. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is responsible for angiogenesis, and
its expression is influenced by resveratrol. Objectives: To evaluate the effect of resveratrol on the vascular profile by
determining blood pressure and interleukin-6 (IL-6), C-reactive protein (CRP), VEGF and NO biomarkers. Material and
Methods: 27 students aged 18-22 were divided into control group (CG) and intervention group (Gl), who consumed
placebo and resveratrol 100 mg per day, respectively, for 1 month. Blood pressure was measured with a validated
automatic device. CRP levels were obtained by immunoturbidimetry, IL-6 and VEGF by slot blot and NO quantification by
spectrophotometry. Results: There was a decrease in brachial and central blood pressure between the groups (p<0.05).
The negative variation in NO was higher in the CG although the differences were not significant (p>0.05). In the remaining
markers evaluated no significant differences were observed. Conclusions: Regular intake of resveratrol seems to be a
preventive approach at the vascular level, as it positively modulates the vascular profile, reducing blood pressure. Variation
in NO levels may help explain the benefits.

Keywords: Interleukin-6, C-Reactive Protein, Arterial Pressure, VEGF, Nitric Oxide.
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1.INTRODUGAO

Em organismos aerébios, a producgdo de radicais livres
é um processo continuo e fisiolégico, na maior parte sob a
forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Valko et al,
2007). O processo de stress oxidativo ocorre quando existe um
desequilibrio entre os compostos oxidantes e antioxidantes no
organismo. A produgéo nao controlada de radicais livres esta
descrita como causa, ou como estando relacionada, com mais
de uma centena de doengas, incluindo doengas cardiovasculares
(DCVs), diabetes mellitus, obesidade, doengas neurolégicas,
cancro, entre outras (Green et al., 2004).

O resveratrol (3,5/4-trihidroxiestilbeno) é um dos
principais compostos polifendis naturais nao flavonoide e
pode ser encontrado em casca de uva, vinho tinto, amendoim,
améndoa, amora, mirtilo, cacau, entre outros (Pollack et al,
2013). Existe nas formas isoméricas trans e cis, sendo o trans-
resveratrol a forma biologicamente ativa (Carrizzo et al., 2013;
Agarwal et al,, 2017; Yang et al., 2018). Tendo uma vasta gama
de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, esta fitoalexina
natural despertou bastante interesse devido aos seus inimeros
beneficios, incluindo o antienvelhecimento, anticancerigeno,
anti-inflamatério, antidiabético e a prevencao de DCVs (Rauf et
al., 2017). Estudos desenvolvidos evidenciaram a capacidade
do resveratrol atuar na inibicdo do crescimento tumoral,
bloqueamento da metastizacdo e inducdo da apoptose de
células tumorais (Chen et al,, 2016; Zhao et al., 2018).

As DCVs sao as pri is causas de morbilidade e
mortalidade nos paises desenvolvidos (Fontana et al., 2007).
Estudos evidenciam uma reducao da mortalidade causada por
DCVs em grupos de individuos com maior ingestao de resveratrol
(Pollacketal., 2013). Este induz a vasodilatagao presumivelmente
através da inducdo da sintese de o6xido nitrico (NO), inibe
a endotelina, reduz a ocorréncia de arritmias ventriculares,
possui atividade antitrombdtica e evita a agregagéo plaquetéria
(Gurusamy et al., 2010).

O NO é sintetizado a partir de L-arginina, utilizando NADPH
e oxigénio como substratos (Xia et al., 2014). Em condigées
fisiolégicas o NO vascular é produzido principalmente pelo
o6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS), que possui efeitos
antihipertensivos, antitrombéticos e antiateroscleréticos (Xia et
al., 2017). O resveratrol, para além de diminuir o stress oxidativo,
promove a funcdo endotelial, uma vez que ao aumentar a
expressao da eNOS e ao inibir a atividade da arginase, causa uma
maior disponibilidade da arginina, permitindo um aumento de
NO que desencadeia a vasodilatacéo arterial (Xia et al., 2014).

Quadros de estados inflamatdrios crescentes podem ser
identificados através da determinacdo da concentragéo de
mediadores inflamatérios, como é o caso da interleucina-6 (IL-6),
do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e da proteina C reativa
(PCR). A concentragao destes mediadores inflamatdrios pode ser
influenciada por diversos fatores, incluindo o desenvolvimento
de patologias (Haghighatdoost et al., 2019).

Novas evidéncias demonstram que o resveratrol pode ser
utilizado na prevencao e tratamento da inflamagao crénica.
Estudos clinicos desenvolvidos indicaram uma redugdo da
expressao dos genes envolvidos no processo inflamatorio,
ap6s consumo de resveratrol através de extrato de uva
(Haghighatdoost et al., 2019).

A inflamacgao crénica é definida pelo aumento de fatores
pré-inflamatérios, podendo promover o aparecimento de
patologias como o cancro, diabetes mellitus, DCVs e hipertensdo.
Durante o processo inflamatério ocorre a libertagdo de
mediadores bioquimicos, propagando a resposta inflamatoria
(Haghighatdoost et al., 2019).

A IL-6 e o TNF-a sdo produzidos principalmente em
inflamagoesdebaixoealtograu.APCR, produzidaessencialmente
pelo figado, é secretada em resposta a inflamagéo. No entanto, a
sua secregao também é promovida pelo aumento séricode IL-6 e
TNF-a. O aumento das concentragées de IL-6, PCR e TNF-a pode
potenciar o risco de desenvolvimento de doenca inflamatoria,
diabetes melittus e artrite reumatoide juvenil. Nestes casos, a
reducdo das concentragées destes mediadores em condigoes
inflamatérias pode ser benéfica (Haghighatdoost et al., 2019).

Um estudo desenvolvido demonstra que o resveratrol
reduziu significativamente a PCR, no entanto, o seu
efeito decrescente na IL-6 e no TNF-a nao se demonstrou
estatisticamente significativo (Haghighatdoost et al., 2019).
Outros estudos evidenciam que, apesar do resveratrol nido
atuar na reducdo da IL-6 e TNF-a secretados por linfécitos e
macréfagos, este é capaz de reduzir a secregdo de PCR do
hepatdcito devido ao seu efeito antioxidante, limitando assim
a fase aguda da inflamagao (Chen et al., 2016; Haghighatdoost
etal,2019).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é
responsavel pela vasculogénese e angiogénese (Gelinas et
al., 2002). A angiogénese é o processo de formagdo de novos
vasos através da migragao e proliferagao de células endotel
que desencadeiam uma série de processos que induzem o
crescimento de novos vasos sanguineos (Shi et al.,, 2018). As
alteragdes nos processos de angiogénese levaram a procura de
compostos capazes de auxiliar na prevencao e/ou no controle
de complicagdes que decorrem ao longo de diversas patologias.
Estudos demonstram que a ligagdo do resveratrol ao VEGF
suprime a angiogénese pela inibicdo da sinalizacdo do seu
recetor. Vérias linhas de evidéncia deram suporte as atividades
inibitérias do resveratrol na angiogénese desencadeada pelo
VEGF (Hu et al., 2019).

A utilizacdo da saliva para diagndstico de diversas
patologias estd a ganhar cada vez mais popularidade,
permitindo a avaliagao de drogas, hormonas e anticorpos. Este
fluido biolégico apresenta a vantagem de ser facilmente colhido
com procedimentos ndo invasivos, tornando-se uma alternativa
cada vez mais atraente para as amostras de sangue. Para além
de fornecer uma boa abordagem na triagem de doencas orais
e sistémicas, torna-se ainda mais atraente em criangas e idosos,
onde a colheita de amostras de sangue esta associada a uma
maior dificuldade e mais riscos (Caseiro et al,, 2012).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populagéo e procedimento do estudo

A populagao alvo do estudo é constituida por 27 individuos
voluntarios clinicamente saudaveis, alunos da Escola Superior
de Tecnologia da Satide de Coimbra, com idade entre os 18 e
0s 22 anos. Os 27 individuos foram randomizados em 2 grupos:
um grupo controlo (GC, n=13) submetido a ingestao diéria de

uma quantidade padronizada de placebo (100mg de farinha)
e um grupo de intervengédo (Gl, n=14) submetido a ingestao
diaria de 100mg de resveratrol, durante um periodo de 30 dias
consecutivos. O tipo de amostragem foi néo probabilistico e
a técnica de amostragem de conveniéncia. De acordo com os
critérios de amostragem, foram excluidos individuos fumadores,
individuos portadores de qualquer tipo de patologia, incluindo
patologias da cavidade oral, e individuos submetidos a algum
tipo de farmaco ou suplementacao, com excecao do uso de
contracetivo oral. Nenhum participante do estudo praticava
exercicio fisico. Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica
do Instituto Politécnico de Coimbra e todos os participantes
deram o seu consentimento informado por escrito.

A metodologia compreendeu duas etapas: uma avaliacdo
basal (T0) e uma avaliagdo apds 30 dias (T1) de consumo diério
de resveratrol (100 mg) /placebo. Na avaliagdéo em TO e T1, todos
os participantes foram submetidos a medicdo da pressao arterial
e a recolha de amostras de sangue e saliva.

2.2. Avaliagao da Pressao Arterial braquial e central

A pressdo arterial de repouso foi medida na artéria braquial
ap6s um periodo de repouso de 10 minutos em decubito dorsal.
Utilizou-se um aparelho automético de medicdo da pressao
arterial clinicamente validado (Classe A - Colson MAM BP 3AA1-
2% Colson, Paris) com bracadeira ajustada a circunferéncia
do brago (Pereira et al, 2005). Obtiveram-se trés medicoes
consecutivas no brago direito, com um intervalo de um minuto
entre as medi¢des, calculando-se a média das medicoes
efetuadas. Para a andlise, consideraram-se a pressao arterial
sistélica braquial (bSBP), presséo arterial diastélica braquial
(bDBP), pressao arterial média braquial (bMAP) e pressao de
pulso braquial (bPP), para além da frequéncia cardiaca. A bPP foi
calculada como a diferenca entre a bSBP e a bDBP, e a pressao
arterial média braquial foi obtida pela equagdo bMAP = bDBP
+1/3 bPP.

Para a medicao da pressao arterial central, procedeu-se a
uma anélise da onda de pulso (pulse wave analysis - PWA) com
o Complior® Analyse (Alam Medical, Saint-Quentin-Fallavier,
France). As medi¢des foram feitas consecutivamente a medicao
da pressao arterial braquial, com o participante em decubito
dorsal e com o pescogo em ligeira hiperextensao e rodado ligeira
mente para a esquerda. Uma sonda piezoelétrica foi colocada ao
nivel da artéria carétida comum direita, registando-se as ondas
de pulso no local de maior amplitude e estabilidade do sinal, por
um periodo de 15 segundos. A onda de pulso carotidea media
foi considerada para anélise, e calibrada com os valores de bMAP
e bDBP previamente recolhidos. Os components temporais e
morfoldgicos da curva foram extraidos para andlise, incluindo
a pressdo arterial sistélica central (cSBP), a pressdo arterial
diastélica central (cDBP), a pressao arterial media central (cMAP)
e a pressao diferencial central (cPP). Todas as avaliagdes foram
feitas com o participante livre de ingestéo de alcool ou café, ou
de consumo tabégico.

2.3. Colheita e Tratamento das Amostras

Aos individuos que integraram o estudo foram realizadas
colheitas de amostras sanguineas e de saliva, em jejum, nos
momentos TO e T1, obtendo-se um total de 54 amostras de
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sangue venoso e 54 amostras de saliva. A colheita das amostras
de sangue venoso foi realizada por pun¢ao sanguinea para
tubos de gel seco e para tubos contendo acido etilenodiamino
tetracético tri-potassico (EDTA K3). Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 3000g durante 10 min, a 4°C, e
armazenadas a -80°C até a sua andlise. A colheita das amostras
de saliva foi realizada para contentores estéreis e mantidas em
gelo até serem processadas. Foram sujeitas a uma centrifugagao
a 12000g durante 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante retirado e
armazenado a -80°C até a realizacao das analises.

2.4. Caracterizagao bi

O doseamento de glicose, colesterol total, colesterol
de lipoproteinas de alta densidade (HDL), colesterol de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), triglicerideos, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
creatinina, ureia e albumina foi realizado no analisador clinico
automatizado Prestige 24i, com recurso a kits da Cormay:
Prestige 24i GLU, Prestige 24i CHOL, Prestige 24i HDL Direct,
Prestige 24i LDL Direct, Prestige 24i TG, Prestige 24i ALAT,
Prestige 24i ASAT, Prestige 24i CREA, Prestige 24i UREA, Prestige
24i ALB (PZ Cormay S. A,, Poland).

Relativamente a quantificagdo das proteinas totais, nas
amostras de soro foi utilizado o kit LQ total protein (PZ Cormay
S. A, Poland,) enquanto nas amostras de saliva foi utilizado o
kit DC Protein (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A quantificacao foi
determinada com recurso ao analisador automatico Prestige 24i
(PZ Cormay S. A, Poland).

.nn—m.. P cao

2.5. Determinagéo dos niveis séricos de NO

As amostras de soro foram filtradas com recurso a filtros
moleculares de 10 KDa de 1.5mL (VWR Centrifugal Filters,
Avantor, Radnor, USA), a uma centrifugagdo a 7000g durante
30 minutos, a 4°C. A determinagéo do NO foi realizada através
do kit Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite (R&D Systems®,
Minnesota, USA). O ensaio tem como principio a determinagao
das concentragdes de NO com base na conversao enzimdtica de
nitratos em nitritos, pelo nitrato redutase. O ensaio é seguido
pela detegdo colorimétrica dos nitritos, produtos da reacao de
Griess. Foram utilizados padrées preparados a partir de uma
solugao Standard Nitrite/Nitrate (2000umol/L) em dilui¢des
sucessivas com 200 pmol/L, 100 umol/L, 50 pmol/L, 25 pmol/L,
12,5 pmol/L, 6,25 umol/L e 3,13 umol/L para a elaboracdo de
uma curva de calibragao do ensaio. Por fim, procedeu-se a leitura
por espectrofotometria de padrées e amostras a 540nm no
equipamento Thermo ScientificTM MultiskanTM Go Microplate
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA).

2.6. Determinacéo dos niveis séricos de PCR

A determinacéo dos niveis séricos de PCR foi realizada
através da técnica de imunoturbidimetria no analisador clinico
automatizado Prestige 24i, utilizando o kit Prestige 24i CRP
ULTRA (PZ Cormay S. A,, Poland).

2.7. Anélise por Slot Blot
A anlise por slot blot foi realizada de acordo com Caseiro et
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al. (Caseiro etal., 2012). As amostras de soro foram diluidas numa
solugao salina tamponada com Tris Buffered Saline (TBS) (10nM
Tris, 500 mM NaCl), com o objetivo de se obter uma concentracao
proteica final de 0,02 pg/ L e aplicado um volume de 100uL. No
que respeita as amostras de saliva, foram diluidas numa solucao
salina tamponada com Tris Buffered Saline (TBS) (10nM Tris,
500 mM NaCl), com o objetivo de se obter uma concentragdo
proteica final de 0,01 pg/ pL e aplicado um volume de 100 pl.

As membranas de nitrocelulose - Hybond ECL Nitrocellulose
Membrane (GE Healthcare, Pittsburgh, USA) - foram sujeitas
a bloqueamento numa solu¢éo com 5% (m/v) de leite em
pé magro em TBS. De seguida, foram colocadas a incubar
durante uma hora e trinta minutos a temperatura ambiente e
em agitagdo constante, com os anticorpos primarios anti-IL-6
(Clone 6708, MAB206 R&D Systems, Minneapolis, USA) e anti-
VEGF (Clone 26503 R&d Systems, Minneapolis, USA) diluidos a
1:500. Finalizado o referido periodo de tempo, as membranas
foram colocadas a lavar em TBS-Tween (TBS-T) trés vezes,
durante 10, 15 e 10 minutos, respetivamente, e incubadas
durante uma hora e trinta minutos a temperatura ambiente e
agitacao constante com os anticorpos secundarios (Horseradish
peroxidase conjugated goat anti mouse, GE Healthcare,
Pittsburgh, UK) e (Horseradish peroxidase conjugated goat anti-
rabit, GE Healthcare, Pittsburgh, UK) numa diluicao de 1:1000.
De seguida, as membranas foram novamente colocadas a lavar,
no mesmo processo descrito anteriormente.

A detecéo realizou-se por quimioluminescéncia, de acordo
com as instru¢des do kit Amersham ECL Start Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare, Pittsburgh, UK), expondo-
se a um filme fotografico Kodak BioMax Light Film (Carestream
Health, Rochester, USA) numa cassete Kodak® X-OMAT Casset
(Carestream Health, Rochester, USA) durante 3 minutos. A
andlise da densidade ética (D.O.) das bandas efetuou-se com
recurso ao sistema de aquisicdo de imagem GELDOCTM XR+
(Bio-Rad Hercules, USA) e ao software Imagelab® Verséo 3.0
(Bio-Rad Hercules, USA).

2.8. Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com
recurso ao software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). A normalidade
dos dados e os pressupostos de assimetria e achatamento foram
avaliados através dos testes de Shapiro-Wilk (n<50), Coeficiente
de Skweness e Coeficiente de Kurtosis, respetivamente. Os

resultados obtidos por slot blot apresentam-se como média +
desvio padrao e os valores de D.O. sao expressos em unidades
arbitrarias. Relativamente as diferencas entre os grupos em
estudo, foram avaliadas utilizando os testes T-student para
amostras nao emparelhadas e o seu equivalente nao paramétrico
Teste de Mann-Whitney. As variagdes em cada grupo foram
testadas com o T-student para amostras emparelhadas e o
seu equivalente nao paramétrico T-Wilcoxon. As diferencas/
correlagédo entre os grupos em estudo foram consideradas
estatisticamente significativas, quando se assumiu um erro
aleatério p<0,05 com um nivel de confianca a partir de 95%.

3.RESULTADOS

3.1. Caracterizagao da populagao em estudo

Os individuos em estudo foram caracterizados a nivel
antropométrico, da presséo arterial e bioquimico, de forma a
garantir que todos se encontravam nas mesmas condigoes para
realizagao da investigagdo. Como é evidenciado na Tabela 1, ndo
se observaram diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos nos diversos parametros em T0.

3.2. Avaliagao da pressao arterial

Em relagdo aos resultados das pressées arteriais centrais,
entre eles a pressao arterial sistdlica central (cSBP), pressao
arterial diastélica central (cDBP), pressao arterial média central
(cMAP) e pressao de pulso central (cPP), comparando os
resultados do GC com os do Gl nos diferentes momentos nao
se observaram diferencas estatisticamente significativas em TO
(Tabela 1). No entanto, verificaram-se alteragées significativas na
cSBP, cDBP e cMAP em T1 (p<0.05), tendo o GC obtido valores
médios de 112,29 mmHg, 72,29 mmHg e 85,62 mmHg e o GI
obtido valores médios de 105,80 mmHg, 63 mmHg e 77,27
mmHg respetivamente a cSBP, cDBP e cMAP. Em relagdo a cPP
nao foram observadas alteracdes significativas em nenhum
momento entre os grupos (Fig. 1).

Nos que respeita aos resultados intra grupos, no GC
nao foram observadas diferencas significativas em relagdo
a ¢SBP, ctMAP e cPP, a excecdo da cDBP que aumentou
significativamente (p<0.05). Em relagdo ao Gl, observou-se uma
variagdo estatisticamente significativa (p<0,05) da cSBP, cDBP
e cMAP, que diminuiram em média 3,80, 6,80 e 10,53 mmHg,
respetivamente. A cPP ndo apresentou alteragdes significativas

(Fig. ).
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Figura 1: Representagao dos valores médios da diferenca da cSBP, cDBP, cMAP
e cPP nos diferentes grupos (GC e Gl) entre o momento TO e T1. Os dados estao
apresentados sob a forma de média + desvio padrao; *- p<0,05.

bPP: pressao de pulso braqui
de alta densidade; LDI

:IMC: indice de massa corporal; bSBP: presséo arterial sistélica braqui
bDBP: pressao arterial diastélica braquial; bMAP: pressao arterial média braqui
FC: frequéncia cardiaca; HDL: lipoproteinas
ipoproteinas de baixa densidade; ASAT: aspartato
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fe ALAT: alanina ai

F/M: feminino/masculino; *

em %. Os dados estao apresentados sob a forma de média + desvio padréo.

Grupo Grupo P
Controlo (n=13) | Intervengdo

Idade 20,64 + 1,04 20,60 + 1,09 091

Sexo (F/M)* 92,3/7,7 100/0 1
IMC (Kg/m2) 22.40 £4.20 22.60 +2.89 0.89
Peso (Kg) 60.64 +9.36 62.00 +9.09 0.70
Altura (cm) 164.93 +6.26 165.53 +4.88 0.77
bSBP (mmHg) 119.21+£5.29 11747 £9.14 053

bDBP (mmHg) 70.14+£6.50 70.13+753 1
bMAP(mmHg) 85.86 + 6.46 85.80 +7.66 0.98
bPP (mmHg) 49.07 +£4.88 4733564 0.38
FC (bpm) 71.43+10.83 7240+11.91 0.82
Albumina 4.64+0.38 4.62+0.31 0.89
Proteinas 6.78 +£0.31 6.66 + 0.41 0.37
Colestrol Total 162.5 +24.66 165 +25.91 0.79
Colestrol HDL 51.64+10.62 53.56+11.39 0.65
Colestrol LDL 97.11+23.93 98.37 +23.06 0.89
Glicose 78.11+7.46 79.48 +5.57 0.59
Creatinina 0.70+0.08 0.66 +0.08 0.17
Ureia 30.57 +6.19 27.67 +4.28 0.16
Triglicéridos 68.59 +40.43 65.46 + 33.50 0.83
ASAT 20.73+16.16 18.98 £4.36 0.97
ALAT 2048 +8.51 20.33+10.03 0.70

3.3. Avaliagao dos niveis de NO

Observando os niveis de NO, no grupo controlo antes da
suplementacao com placebo (7,658+4,002) estes encontravam-
se tendencialmente mais elevados, em comparacdo com o
momento ap6s suplementacdo com placebo (7,384+1,780).
Relativamente ao grupo e intervengao, os niveis de NO apds

Umol/L

suplementacdo com resveratrol (7,420+2,661) ndo apresentam
diferengas significativas comparativamente aos niveis antes da
suplementacao (7,442+2,691) (Fig. 2A). A variagao dos niveis de
NO entre os grupos em estudo demonstrou ser tendencialmente
superior no grupo controlo (-0,274+3,701) em comparagao com
o grupo de intervencgao (-0.022+3,240) (Fig. 2B).

0
.0

Figura 2: A - Avaliagéo dos niveis séricos de NO; B -Variagdo dos niveis séricos de NO.
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3.4. Avaliacéo dos niveis de IL-6

Analisados os niveis séricos de IL-6, verificou-se que ndo
existiamalteragdes nogrupocontrolo,umavezqueapresentaram
os mesmos niveis de IL-6 antes e ap6s suplementagéo (0,627 +
0,203 e 0,627 + 0,182, respetivamente). No que diz respeito ao
grupo de intervencao, verificou-se um ligeiro aumento apés a
suplementacao (0,679 + 0,187) comparativamente ao periodo
sem qualquer tipo de suplementacéo (0,611 + 0,183). Contudo,
a diferenca observada néo foi significativa (Fig. 3A). Quanto
a variagao existente em ambos os grupos, esta foi superior no
grupo de intervencdo (0,068 + 0,138) comparativamente ao
grupo controlo (6,21x10-10 + 0,145) (Fig. 3B).
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No que concerne aos niveis de IL-6 na saliva, verificou-se um
ligeiro aumento no grupo controlo apés suplementagédo com
placebo (0,600 + 0,223) comparativamente com o momento
antes da suplementacao (0,552 + 0,138). No que diz respeito
ao grupo de intervencao, verificou-se um ligeiro aumento
ap6s a suplementagdo 0,558 + 0,220) comparativamente ao
periodo sem qualquer tipo de suplementacéo (0,525 + 0,183).
Contudo, a variacdo observada ndo foi significativa (Fig. 4A).
Quanto a variacao existente em ambos os grupos, esta foi
tendencialmente inferior no grupo de intervencao (0,033 +
0,215) comparativamente ao grupo controlo (0,048 + 0,190) (Fig.
4B
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Figura 4: A - Avaliacao dos niveis salivares de IL-6; B —Variacao dos niveis salivares de IL-6.

3.5. Avaliagao dos niveis de PCR

No que diz respeito aos niveis de PCR existentes no soro,
verificou-se um ligeiro aumento no grupo controlo que apresenta
niveis médios de 0,182 + 0,165 antes da suplementagdo e de
0,243 + 0,223 ap6s a suplementagdo com placebo. Analisando
o grupo de intervengdo, observa-se também um ligeiro
aumento ap6s a suplementagao com resveratrol (0,343 + 0,247)

comparativamente ao momento em que ndo existia qualquer
tipo de suplementagdo neste grupo (0,320 + 0,270) (Fig. 5A).
Quanto a variagdo existente em ambos os grupos, conclui
se que foi inferior no grupo de intervencao (0,024 + 0,184)
comparativamente ao grupo controlo (0,061 +0,210), no entanto

as diferengas verificadas nao foram significativas (Fig. 5B).
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Figura 5: A - Avaliagdo dos niveis séricos PCR; B —Variacao dos niveis séricos de PCR.

3.6. Avaliagao dos niveis de VEGF

Relativamente aos niveis séricos de VEGF, ndo se
observaram diferencas significativas no grupo controlo antes da
suplementagao com placebo (4,089+3,725) em comparagao com
o momento apds suplementagédo com placebo (3,810+4,098).
No grupo de intervencdo, os niveis de VEGF também nao
apresentaram diferencas significativas ap6s suplementagao
com resveratrol (5,875+4,413) comparativamente aos niveis
observados antes da suplementagdo (5,898+4,427) (Fig. 6A). A
variagdo dos niveis séricos de VEGF entre os grupos em estudo
demonstrou ser superior no grupo controlo (-0,280+1,399)
comparativamente ao grupo de intervengéo (-0.023+1,600) (Fig.
6B

arias)
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Na avaliacao dos niveis de VEGF na saliva, o grupo controlo
antes da suplementagao com placebo (6,676+1,988) apresenta
valores tendencialmente mais elevados em comparagao com o
apos suplementacao com placebo (6,341+1,850). Relativamente
ao grupo deintervengéo, os niveis séricos de VEGF apresentaram-
se tendencialmente mais elevados apds suplementagao
com resveratrol (7,211£3,528) comparativamente aos niveis
antes da suplementagdo (7,083+3,548). Contudo os valores
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(Fig. 7A). A variagdo entre os niveis salivares de VEGF entre os
grupos em estudo demonstrou ser superior no grupo controlo
(-0,334+1,799) em comparagado com o grupo de intervencdo
(0,128+2,194) (Fig. 7B).
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Figura 6: A - Avaliacao dos niveis séricos PCR; B - Variagdo dos niveis séricos de PCR.
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Figura 7: A - Avaliagao dos niveis séricos PCR; B - Variagao dos niveis séricos de PCR.

4.DISCUSSAO

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos
do metabolismo aerébio normal que, em concentragdes
moderadas, desempenham papéis importantes em varios
processos de sinalizacdo e regulacdo celular (Fridovich, 1999;
Athar et al., 2009). No entanto, uma produgdo nao controlada
pode danificar biomoléculas cruciais, como proteinas, lipidos
e acidos nucleicos, podendo levar ao aparecimento de vérios
processos patolégicos (Halliwell et al, 1990). As ROS estao
implicadas em mais de uma centena de doencas, incluindo
doencas  cardiovasculares,  aterosclerose,  hipertenséo,
obesidade, diabetes mellitus, doencas neuroldgicas, vérios tipos
de cancro e, inclusive, no processo de envelhecimento (Green et
al.,, 2004; Valko et al., 2007).

Em condicbes fisiol6gicas, o organismo possui mecanismos
eficientes de defesa antioxidantes contra os radicais livres e os
efeitos das ROS. Nas ultimas décadas, compostos de origem
natural tém vindo a suscitar interesse na industria farmacéutica
devido aos seus beneficios na satide humana. O resveratrol tem
sido amplamente estudado devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, cardioprotetoras, neuroprotetoras,
sendo ainda benéfico para a melhoria de distdrbios metaboélicos
(Chang et al., 2011; Albertoni et al., 2015; Ghowsi et al., 2018).

A nivel vascular, o NO é sintetizado pela eNOS e atua no
relaxamentodas célulasmusculareslisasvasculares,aumentando
o fluxo sanguineo de modo a prevenir processos trombogénicos
e aterogénicos (Dudzinski et al., 2006). Foi demonstrado in vitro
e invivo que o resveratrol esta envolvido no metabolismo do NO
(Dudzinski et al., 2007). Desta forma, foram avaliados os niveis
séricos de NO com o objetivo de estimar a variacao das suas
concentragbes aquando da suplementacdo com resveratrol.
Verificou-se que, apesar de os niveis de NO ndo apresentarem
diferengas significativas no grupo de intervencéo, a variagao
entre os grupos em estudo demonstrou ser tendencialmente
superior no grupo controlo em compara¢ao com o grupo de
intervengao. Assim, é possivel presumir que apesar da variagao
existente se apresentar negativa em ambos os grupos, no grupo
de intervencao o resveratrol atenuou a diminui¢ao dos niveis de
NO (Fig. 2B).

Pela avaliagéo da presséo arterial braquial e central, este
trabalho corroborou que a ingestdo de resveratrol modula
positivamente o perfil vascular e hemodinamico em adultos
jovens e saudaveis, promovendo o relaxamento vascular e
reduzindo a pressao arterial. Num outro estudo, Nicholsan et al.,
(2010) relataram que a exposicao de células endoteliais da veia
cal humana (HUVECs) a concentragées nanomolares de
resveratrol, por 24 horas, aumentou o nivel de mRNA da eNOS,
embora a proteinas da eNOS e a producéo de NO nao tenham
sido afetadas.

Haghighatdoost e Hariri, (2018) afirmam que o resveratrol é
um suplemento (til para a redugao da inflamacgao, diminuindo
a expressao dos genes envolvidos neste processo. No entanto,
na perspetiva destes autores, existem ensaios que indicam que
o efeito do resveratrol nos biomarcadores IL-6, TNF-a e PCR tém
resultados conflituantes.

Em relacdao aos niveis séricos de IL-6 nao se observam
diferencas significativas (Fig. 3A), indicando que n&o houveram
alteragoes significativas do estado inflamatério dos individuos, o
que era expectdvel visto que séo individuos jovens e saudaveis.
Os niveis salivares de IL-6 mostraram uma tendéncia de aumento
no grupo controlo apds a suplementagéo, sendo que o mesmo
aconteceu no grupo de intervencéo (Fig. 4A). No entanto, a
variagdo é superior no grupo controlo, apesar de ndo existirem
dados estatisticamente significativos (Fig. 4B).

Chachay et al. (2014), refere que oito semanas de
suplementacdo com resveratrol num conjunto de individuos
com doenga hepdtica gordurosa ndo alcodlica ndo reduzem
significamente os niveis de IL-6, bem como quaiquer
caracteristicas daesta patologia. Kjaer et al. (2017) também
refere que a suplementacdo com resveratrol ndo reduziu os
niveis de PCR e IL-6 nem alterou a expressao génica inflamatéria
nos tecidos muscular e adiposo em homens de meia-idade
com Sindrome Metabdlico. Haghighatdoost e Hariri (2018)
constataram a existéncia de dados controversos no que diz
respeito a agdo do resveratrol em marcadores inflamatérios,
uma vez que existem dados que indicam um efeito decrescente
do resveratrol sobre os niveis de IL-6, TNF-a e PCR, enquanto
a maioria dos artigos ndo mostrou nenhum efeito atil nos

mesmos. Os dados referentes a estudos in vitro parecem ser mais
conclusivos do que os evidenciados in vivo, uma vez que Ghowsi
et al. (2018) detetaram melhorias a nivel inflamatério em ratos
com sindrome do ovério poliquistico, relatando uma reducao da
expressao das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6.

Os niveis séricos de PCR do grupo controlo aumentaram
apods suplementagao com placebo, assim como os niveis do
grupo de intervencdo ap6s suplementacdo com resveratrol
(Fig.5A). Quanto a variagdo existente em ambos os grupos,
verificou-se que é inferior no grupo de intervencéo, apesar
destes dados ndo serem estatisticamente significativos (Fig. 5B).
De acordo com Haghighatdoost e Hariri (2018), o resveratrol
néo foi capaz de reduzir os niveis IL-6 e TNF-a por linfécitos e
macréfagos, mas o seu papel antioxidante consegue reduzir a
sintese e secregdo de PCR no hepatdcito e reduzir a fase aguda
da inflamagéo. Bo et al. (2016) constatou que a suplementagao
com resveratrol durante um periodo de seis meses nao diminuiu
significativamente a concentragdo de PCR em individuos
diabéticos (DM2). Do mesmo modo, Sahebkar et al. (2015)
sugere que ndo existe nenhum beneficio significativo da
suplementacao de resveratrol na reducédo dos niveis plasmaticos
de PCR. Este resultado negativo pode ser justificado, em parte,
pelo facto de se considerarem artigos que referenciam uma
baixa dosagem de resveratrol, a curta duragdo da intervencdo
e estudos que usaram resveratrol em conjunto com outros
suplementos em vez de resveratrol puro.

Existem diferentes razes para o menor efeito do resveratrol
sobre mediadores inflamatérios, especialmente IL-6 e TNF-a. Isto
pode ser devido a alta bioatividade e baixa biodisponibilidade
do resveratrol. Os niveis séricos de resveratrol podem nao
ser adequados para um efeito benéfico, devido ao rapido
metabolismo hepético do resveratrol. Outra razéo pode ser o
metabolismo rapido e substancial do resveratrol para glucuronil
conjugados e sulfato (Haghighatdoost et al., 2018).

Um método para aumentar a biodisponibilidade
do resveratrol é a mistura de resveratrol com diferentes
substéancias, o que reduz o metabolismo in vivo do resveratrol.
Os investigadores acreditam que outra maneira de melhorar
a biodisponibilidade do resveratrol é o consumo de sumo de
uva em vez de capsulas de resveratrol ou usando estratégias
de nanotecnologia para melhorar as propriedades fisicas do
resveratrol, o que causa sistemas melhorados de entrega de
medicamentos. Parece que mais ensaios clinicos séo necessarios
para a comparagao do efeito de diferentes formas de resveratrol
nas variaveis de satide (Haghighatdoost et al., 2018).

O aumento da utilizagdo de fatores de crescimento como
terapéutica para a indugdo da regeneragdo de novos vasos
sanguineos, tem vindo a mostrar cada vez mais potencial.
O VEGF é um dos fatores angiogénicos mais importantes,
sendo fundamental para a migragao e proliferagao de células
endoteliais (Hu et al., 2019). E capaz de promover a divisdo
das células endoteliais, aumentar a permeabilidade vascular e
induzir a neovascularizagao (Liu et al.,, 2016).

Em condigbes normais, a expressao de VEGF é relativamente
baixa (Meyer et al., 2015). No presente estudo nao foram
observadas diferencas significativas entre os niveis séricos
de VEGF, no entanto a variagdo dos niveis entre os grupos em
estudo foi maior no grupo controlo, tanto no soro (Fig. 6B)
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como na saliva (Fig. 7B). Vérios estudos demonstram que o
resveratrol atua diretamente nos niveis de VEGF. De acordo com
um estudo recente desenvolvido por Hu et al. (2019), a ligagdo
do resveratrol ao VEGF suprime a angiogénese pela inibicao
da sinalizacéo do seu recetor. O estudo foi desenvolvido em
HUVECs, que comparadas com um grupo celular induzido por
VEGF, demonstraram que o resveratrol, em alta concentragao,
suprimiu a proliferacéo de células endoteliais mediadas por
VEGF, bem como a migracao e invaséo celular.

Neste estudo, os resultados parecem ser inconclusivos,
o que pode ser explicado devido ao facto de se estar perante
uma populagéo de adultos jovens e também devido a baixa
biodisponibilidade do resveratrol quando administrado
oralmente. Um estudo desenvolvido por Walle et al. (2004)
demostrou que o resveratrol tem uma biodisponibilidade muito
baixa, o que pode explicar as baixas concentracdes encontradas.
No entanto, segundo Bo et al. (2016) a ingestdo de resveratrol
nao tem efeitos adversos.

A utilizacdo da saliva demonstrou ser mais sensivel na
determinagdo de alguns pardmetros, no entanto, ndo se
observaram diferencas estatisticamente significativas entre este
fluido bioldgico e o soro. Seriam necessérios mais estudos para
demonstrar as diferencas de sensibilidade entre os dois fluidos,
bem como a possivel utilizagao da saliva em substituicdo do
soro no diagnéstico clinico.

5. CONCLUSOES

Aingestao regular de resveratrol parece seruma abordagem
preventiva a nivel vascular, uma vez que modula positivamente
o perfil vascular hemodinamico, promovendo processos de
vasodilatagéo e consequente redugdo significativa da pressao
arterial. A variagdo nos niveis de NO apds suplementagéo pode
estar na origem dos beneficios verificados. Verificou-se que a
suplementacao com este composto ndo foi prejudicial ao nivel
dos restantes parametros avaliados e, por isso, a suplementagao
com resveratrol ndao deve ser descartada, apresentando-se
como potencialmente Gtil na melhoria da fungéo vascular e na
promogao da saude. Assim, torna-se pertinente desenvolver
estudos adicionais com um maior nimero de participantes
de forma a perceber que doses de resveratrol devem ser
administradas, qual o periodo de administracao necessario para
que existam efeitos e qual a melhor formulacao para potenciar o
efeito da ingestdo deste composto
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Resumo

Introducao: A familia é entendida como um sistema de relagdes dindmicas, cujo funcionamento altera em decorréncia
de qualquer mudanga entre um dos seus membros. De acordo com as préticas centradas na familia em intervencédo
precoce, também os profissionais devem estar atentos ao subsistema fraternal e por isso este estudo teve como objetivo
conhecer o perfil de envolvimento e a percecdo dos irméos de criangas com Necessidades Especiais (NE). A um conjunto
de 38 irmdos de criangas com NE, aplicou-se o questionario Sibling Needs and Involvement Profile (SNIP), de forma a avaliar
os dominios de Consciencializagéo, Sentimentos, Diverséo, Auxilio e Advocacia da relagao entre os irmdos. Os resultados
mostraram um alfa de Cronbach de 0,929 conferindo assim bons valores de confiabilidade do questionario. Apé6s analises
estatisticas, todas as dimensoes presentes no SNIP apresentaram uma média de pontuagdo inferior a 3 correspondendo
a resultados mais positivos. A dimensao Consciencializagdo foi onde os valores se apresentaram mais baixos no que diz
respeito a média de pontuagao significando que os irmaos das criangas com NE sentem que nao estdo informados sobre a
patologia/perturbacdo desenvolvimental da crianga; no entanto, em relagéo a dimensao Sentimentos a média apresentou-
se mais alta. Diferencas significativas foram apresentadas nas dimensbes Sentimentos e Diversdo quando comparadas
essas diferencas entre irmaos mais velhos e mais novos sendo que as pontuagdes sdo mais positivas encontram-se junto
dos irmaos mais velhos.

Estudos como este parecem evidenciar que o subsistema fraternal deve também ser uma preocupacao dos profissionais
de intervengao precoce.

Palavras-chave: Envolvimento, Criangas, Irmaos, Necessidades Especiais.

Summary

Introduction: The family is understood as a system of dynamic relationships, the functioning of which changes as a result
of any change between one of its members. According to family-centered practices in early intervention, professionals
should also be aware of the fraternal subsystem and therefore this study aimed to know the involvement profile and
perception of siblings of children with Special Needs (SN)., The Sibling Needs and Involvement Profile (SNIP) questionnaire
was applied to a set of 38 siblings of children with SN in order to evaluate the domains of Awareness, Feelings, Fun,
Help and Advocacy of the relationship between siblings. The results showed a Cronbach's alpha of 0.929 thus giving
good questionnaire reliability values. After statistical analysis, all dimensions present in SNIP had a mean score below 3
corresponding to more positive results. The Awareness dimension was where the values were lower with respect to the
average score meaning that the siblings of children with SN feel that they are not informed about the child's pathology /
developmental disorder; However, in relation to the Feelings dimension, the average was higher. Significant differences
were presented in the Feelings and Fun dimensions when comparing these differences between older and younger
siblings and the scores that are more positive are found with the older siblings.

Studies like this one seem to show that the fraternal subsystem should also be a concern of early intervention professionals.

Keywords: Involvement, Children, Siblings, Special Needs.

1.INTRODUCAO

A familia é entendida como um sistema de relagoes
dindmicas, cujas sdo afetadas em decorréncia de qualquer

bésicos de interagoes: conjugal (marido e mulher), parental (pais
e filhos), fraternal (irmaos) e familia estendida (avos). Assim,
salienta-se a importancia da familia como primeiro contexto

alteracdo num dos seus membros. Analisando a familia
tradicional nuclear, é possivel identificar quatro subsistemas

social no qual a crianga estd inserida (Nunes C, Aiello A., 2004).

O nascimento e existéncia de uma crianga com
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