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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o estado nutricional relativo ao selénio em
individuos adultos relacionando-o com polimorfismos no gene da enzima GPx e sua
influéncia sobre a enzima e o balanco redox. Foram selecionados 343 estudantes da
Universidade Federal do Piaui entre 20 e 50 anos, de ambos os sexos, selecionados de
acordo com critérios de inclusdo adotados, como auséncia de doencas crbnicas ndo
transmissiveis (DCNT) dentre outros. Sangue venoso foi coletado para analise de Se,
genotipagem dos SNP da GPx1 (Prol98Leu, -602A/G e Arg5Pro), da atividade das
enzimas antioxidantes (GSH-Px e SOD) eritrocitarias, malondialdeido (MDA) e
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) plasmaticas. A analise de Se foi
realizada por meio de espectrometria de absorcdo atdmica por geracdo de hidretos, a
genotipagem por PCR em tempo real em Step One Plus, as enzimas em analisador
bioguimico automatico utilizando kits comerciais, 0 MDA em cromatografia liquida de alta
eficiéncia e ORAC em um leitor de microplaca. A analise estatistica foi realizada por meio
do software R 3.0.2. Foram realizados testes de comparacdo de duas e de mais que trés
médias entre as varidveis genéticas e os parametros de avaliacdo do Se e do balanco redox.
Analises de regressdo linear e linear generalizada foram realizadas para identificar a
influéncia das variaveis genéticas, antropomeétricas, do perfil lipidico e estilo de vida sobre
0 Se sanguineo e as varidaveis do balanco redox. Os dados foram considerados
significativos com p menor que 5%. A idade média dos participantes foi de 24,4+5,0 anos
sendo 57,7% do sexo feminino. Entre os participantes, 95,7% eram carreadores do alelo
Leu do SNP Prol98Leu e G do -602A/G e ndo possuiam quantidades minimas de Se
plasmaético para otimizar a atividade da GPx. A atividade da GPx foi significativamente
mais baixa e de ORAC mais alta nos individuos com o genétipo Leu/Leu em relacdo ao
Pro/Pro do SNP Pro198Leu. Os individuos com o genétipo Arg/Pro apresentaram atividade
da GPx significativamente maior que aqueles com o genétipo Arg/Arg do SNP Arg5Pro.
N&o houve diferenca significativa entre as médias de MDA e SOD e os gendtipos dos trés
SNP. As variaveis genéticas, de avaliacdo antropométrica, do perfil lipidico e estilo de vida
mostraram influéncia sobre os marcadores do balango redox, alterando o perfil
antioxidante dos participantes. Os individuos séo deficientes em Se e aqueles com o alelo
Leu do SNP Prol98Leu apresentam em seu organismo maior concentracdo de ORAC,
provavelmente para protecdo contra radicais livres. O alelo variante do SNP Arg5Pro
mostrou-se benéfico para o estado nutricional relativo ao Se.

Palavras-chave: selénio, glutationa peroxidase, Pro198Leu, -602A/G, Arg5Pro, estresse
oxidativo
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the nutritional status relative to Se of adult
individuals relating it to polymorphisms in the GPx enzyme gene and its influence on the
enzyme and the redox balance. We selected 343 students of the Federal University of Piaui
between 20 and 50 years, of both genders, selected according to inclusion criteria, such as
the absence of chronic noncommunicable diseases (NCD) among others. Venous blood
was collected for analysis of Se, genotyping of SNP of GPx1 (Pro198Leu, -602A / G and
Arg5Pro), the activity of antioxidant enzymes (GSH-Px and SOD) erythrocyte,
malondialdehyde (MDA) and absorption capacity of plasma oxygen radicals (ORAC). The
analysis of Se was performed by atomic absorption spectrometry through hydride
generation, genotyping by real time PCR in Step One Plus, enzymes in automatic
biochemical analyzer by the use of commercial kits, MDA analysis was conducted in
high-performance liquid chromatography and ORAC in a microplate reader. Statistical
analysis was obtained using the software R version 3.0.2. Comparison tests were
performed with two and more than three averages between the genetic variables and the
evaluation parameters from Se and redox balance. Linear regression analysis and
generalized linear were carried out to identify the influence of genetic variables,
anthropometric, lipid profile and lifestyle on the sanguine Se and the variables of the redox
balance. Data were considered significant for p less than 5%. The average age of
participants was 24.4+5.0 years and 57.7% were female. Among the participants, 95.7%
were allele carriers Leu of SNP Pro198Leu and G of -602A/G, and they did not have
minimal amounts of Se plasma to optimize the activity of GPx. The GPx activity was
significantly lower and that of ORAC was higher in subjects with the Leu/Leu genotype
compared to Pro/Pro of SNP Pro198Leu. Individuals with the Arg/Pro genotype had GPx
activity significantly higher than those with genotype Arg/Arg of SNP Arg5Pro. There was
no significant difference between the means of MDA and SOD of the genotypes of the
three SNP. The genetic variables, anthropometric measurements, lipid profile and lifestyle
showed influence on markers of redox balance by changing the antioxidant profile of the
participants. Individuals are deficient in Se, and those with the Leu allele of SNP
Prol98Leu present in their bodies highest concentration of ORAC, probably to protect
against free radicals. The variant allele of the SNP Arg5Pro proved to be beneficial to the
nutritional status of the Se.

Keywords: selenium, glutathione peroxidase, Pro198Leu, -602A / G, Arg5Pro, oxidative
stress
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1.0 - INTRODUCAO

O selénio (Se) é um mineral essencial para o organismo humano. Seu nome vem do
grego selene, que significa lua. Atribuiu-se este nome ao elemento porque tem
caracteristicas quimicas semelhantes ao teldrio, que em grego significa terra (1). O Se é um
metaldide pertencente ao mesmo grupo da tabela periddica dos elementos oxigénio,
enxofre e tellrio, e é similar ao enxofre em propriedades quimicas, diferindo deste durante
0 metabolismo corporal (2).

A concentracdo do Se presente no solo € influenciada por fatores relacionados ao pH,
ao tipo de rocha, a pluviosidade e ao uso de fertilizantes. O mineral tende a ser mais
concentrado em solos de regides secas, 0s quais sdo geralmente mais alcalinos. J& em
regides mais Umidas, a lixiviagdo pelas chuvas costuma influenciar na retirada de Se do
solo. Em regides de solos acidos mais arejados, o mineral costuma encontrar-se
indisponivel para captacdo pelas plantas, por estar presente em forma de complexos de
selenito insolaveis (3, 4).

Alimentos que contém Se podem apresentar diferencas da ordem de dez vezes no seu
teor, que depende do contetdo do mineral no solo onde o animal é criado ou o vegetal
cresce. Isso acontece devido a diferente forma de metabolizacdo do mineral por vegetais ou
animais. Os vegetais ndo necessariamente exigem Se em seu metabolismo, sendo que este
ocorre por meio das vias de enxofre na qual o Se pode substitui-lo. As formas mais comuns
de Se nos vegetais sdo selenometionina, selenocisteina ou metaboélitos. Ao contrario dos
vegetais, 0s animais necessitam deste mineral. Carnes e frutos do mar contém o elemento
na sua forma funcional como selenoproteinas. Praticamente todas as proteinas animais
contém selenometionina obtida quando o animal consome Se a partir de plantas. Isto
significa que o conteddo de Se da carne depende em grande parte, do consumo de
selenometionina do animal (5).

O Se tem importante papel na formacdo de hormonios da tireoide, sintese de DNA,
funcGes musculares, fertilidade, reproducao (6), protecdo ao DNA, do estresse oxidativo,
da inflamacéo, destoxificacdo, melhora da resposta imune, aumento da expressao da
proteina supressora de tumor p53, inativacdo da proteina C quinase, modula¢do na
metilagdo do DNA, controle do ciclo celular, inducdo da apoptose de células cancerigenas

e inibicdo da angiogénese (7).
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As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) tém como fatores de risco, além de
caracteristicas ndo modificaveis como idade, sexo e predisposicdo genética, alguns
aspectos modificaveis relacionados a transi¢do nutricional, caracterizada pelo excesso na
oferta de alimentos ricos em acucar, sodio e lipidios, e a diminuicdo da atividade fisica. A
adoc¢do do estilo de vida ocidental, com héabitos como reducdo do consumo de frutas,
verduras e legumes, tabagismo e consumo crénico de alcool tendem a aumentar o risco de
DCNT. Nesse contexto, a alimentacdo destaca-se como o fator ambiental ao qual as
pessoas estdo continuamente expostas e, dessa forma, caracteriza-se como um dos mais
importantes pontos de intervencdo com vistas a reducdo do risco do desenvolvimento de
DCNTSs (8, 9).

O estado nutricional deficiente de Se esta relacionado ao aumento do risco de DCNT,
uma vez que a manutencdo da atividade 6tima de selenoproteinas é importante para a
prevencdo destas doencas (10). Dentre as DCNT destacam-se o diabetes mellitus, em que
uma das principais acdes deste mineral se d& pela sua funcéo antioxidante (11); as doencas
cardiovasculares, concentracdes adequadas de Se e atividade normal da glutationa
peroxidase fosfolipidio hidroperdxido protegem as células endoteliais dos vasos
sanguineos contra o dano causado pelas lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (12); e
o cancer, no qual o Se funciona como um agente antimutagénico, prevenindo
transformac6es malignas de células normais (7).

O consumo inadequado de Se e a presenca de polimorfismos no gene da GPxl1,
estdo relacionados com redugédo na atividade dessa enzima, podendo prejudicar o sistema
de defesa antioxidante do organismo (13). Alguns estudos tem destacado a relagcdo entre
SNP em genes da GPx com o aumento do risco de cancer (14, 15, 16, 17, 18, 19, 20),
diabetes, doenca cardiovascular (21) e sindrome metabdlica (22).

Diante do exposto, este trabalho visa avaliar o estado nutricional relativo ao Se em
individuos adultos relacionando-o com polimorfismos no gene da enzima GPx e sua

influéncia sobre a enzima e o balango redox.
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2.0 - REVISAO DA LITERATURA
2.1 - SELENIO
2.1.1 - ASPECTOS GERAIS

O selénio (Se) é um mineral essencial para o organismo humano. Foi descoberto em
1817 (1), mas soO teve sua essencialidade reconhecida para a nutricdo humana em 1979,
junto ao diagnostico da doenca de Keshan, uma cardiomiopatia descoberta por
pesquisadores chineses em uma area da China deficitaria em Se (23).

Esse mineral possui alta toxicidade com uma estreita faixa de adequacdo entre as
doses que levam a deficiéncia ou ao excesso. Em experimentos com animais, na dieta ou

agua para beber, sua faixa de adequag&o est& na ordem de 0,1 a 1,0 pg/g (2).

2.1.2 - ASPECTOS FISIOLOGICOS DO Se

O Se pode apresentar-se na forma inorganica, metalica (Se”) ou em oxianions como
selenito (SeO3%) e selenato (SeO,%), e também na forma organica, como selenocisteina
(Sec), selenometionina (SeMet), selenometilselenocisteina (SeMSec) e y-glutamil-Se-
metilselenocisteina (GGSeMSec) (2, 24).

O Se participa do centro ativo de selenoproteinas, que sdo proteinas que contém Sec
como parte integral da sua cadeia de polipeptideos. O selenoproteoma humano consiste de
17 familias de selenoproteinas, sendo que as melhores caracterizadas funcionalmente séo
as glutationa peroxidases (GPx), tioredoxina redutase (TrxR), iodotironina deiodinase
(DIO), selenoproteina P e selenofosfato sintetase 2 (SPS2) (25).

A absorcdo das espécies de Se ocorre principalmente na parte inferior do intestino
delgado por diferentes vias e mecanismos. Entre os nutrientes que facilitam a absorcéo de
Se destacam-se a presenca de metionina/proteina e vitaminas E, A e C; enquanto que altas
doses de enxofre e metais pesados reduzem a sua absorcao (26). Tanto as formas orgéanicas
quanto inorganicas sdo facilmente absorvidas (70-90%) sob condicGes fisiologicas e de
ingestdo normais, com excecdo de SeOs”, com absorcao direta ndo excedendo 60%.
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A absorcdo do SeOs* pode ser aumentada na presenca de glutationa reduzida
(GSH) nos fluidos gastrointestinais, pois reagem ndo enzimaticamente formando
selenodiglutationa (GS-Se-SG) (Figura 1, parte a), que é subsequentemente decomposta
pela glutationa redutase em HSe (Figura 1, parte b). A fracdo de SeOs> absorvida
diretamente é capturada pelos eritrdcitos, reduzida a HSe" e transferida para o figado ligada
a albumina. As proteinas de transporte envolvidas na absorcdo direta ou indireta de SeOs*
ainda n&o séo bem conhecidas.

A outra forma inorganica, o SeO,, tem elevada eficiéncia de absorcao paracelular,
por meio de um processo de difusdo passiva. ApOs absorvido, ele é capturado pelos
hepatocitos por meio de um sistema de transporte usando fosfato e é reduzido a selenito
(Figura 1, parte d) pela ATP sulfurilase, por um processo semelhante a reducéo do sulfato,
utilizando uma via ainda ndo bem identificada do is6logo de Se, 3-fosfoadenosina 5-
fosfossulfato (Se-PAPS). O HSe™ proveniente dessas duas formas inorganicas é utilizado
para a sintese de selenoproteinas (2, 27, 28, 29, 30).

As formas organicas sdo absorvidas por vias transcelulares mediadas por
transportadores, os quais ainda ndo possuem identidade e afinidade bem estabelecidas. A
absorcdo de SeMSec utiliza o dipeptideo de Se GGSeMSec como um transportador. Apds
a ingestdo alimentar, a maior parte de GGSeMSec é hidrolisado por y-glutamil-
transpeptidase no trato gastrointestinal (Figura 1, parte i) liberando SeMSec para absor¢éao
e distribuicdo sistémica para outros tecidos. SeMSec e GGSeMSec séo clivadas pela -
liase para monometilselenido (MSe) (Figura 1, parte j) que posteriormente sera metilado e
excretado (30, 31, 32).

A SeMet é absorvida por um processo dependente de Na* (Figura 1, parte €). As
formas orgéanicas de Se sdo transformadas em HSe por meio da clivagem redutiva da
ligagdo C-Se por uma reagdo de liase. A Sec é clivada diretamente pela enzima p-liase
(Figura 1, parte g), enquanto que a SeMet pode ser lisada diretamente por y-liase para HSe
ou pode seguir outra via, sendo transformada em Sec por meio de uma trans-selenacéo,
sendo posteriormente lisada pela -liase para HSe™ (Figura 1, parte f). O excesso de SeMet
pode também sofrer metilacdo direta por y-liase (Figura 1, parte h) (2, 30, 31, 33, 34, 35)

A SeMet esta presente na forma de um residuo de SeMet em proteinas em geral,
como a albumina e hemoglobina, sendo incorporada de forma ndo especifica como
compostos de Se. Ela é metabolizada de acordo com o turnover protéico da metionina,
independente da necessidade de Se do organismo. Dessa forma, quando o aminoéacido é

catabolizado, o Se torna-se disponivel para uso especifico (36). Assim, a SeMet pode ser
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utilizada para a sintese de proteinas sem distingdo entre SeMet e metionina, ndo havendo
um codon especifico correspondente, sendo este 0 mesmo que codifica a metionina, o
AUG (37,38). Portanto, proteinas que contém Se na forma de SeMet sdo chamadas

simplesmente de proteinas contendo Se (2, 25).

Figura 1. Metabolismo de selénio
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Fonte: Adaptado de Roman et al. (30)

Legenda: SeMet - Selenometionina; SeCys - Selenocisteina; SeO5> - Selenito; SeO,” - Selenato; GGSeMCys
- Metilselenocisteina; SeMCys - Selenometilselenocisteina; GS-Se-SG - Selenodiglutationa; HSe™ - Selenido;
Se-Php - Selenofosfato; SeAlb - Selenoalbumina; SelP - Selenoproteina P; MSe - Monometilselenido; DMSe
- Dimetilselenido; TMSe - Trimetilselenido.

A Sec é incorporada em uma sequéncia de residuos de aminoacidos em
selenoproteinas de plantas e animais. Para a producdo de selenoproteinas, uma das
primeiras etapas necessarias é a biosintese de Sec, a qual ocorre no proprio acido
ribonucléico transportador (tRNA), sendo assim chamado de Sec tRNA[SeIS
Inicialmente, 0 tRNAF®1S¢ & aminoacilado com serina pela acéo da enzima seril-tRNA
sintetase (SerS) formando seryl-tRNAF®1S que fornece a espinha dorsal para biossintese
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de Sec. Em seguida, a enzima fosfoseril-tRNA quinase (PSTK) fornece o intermediario
fosforilado PSer-tRNAF®15  que serve como um substrato para a enzima Sec sintetase
(SecS) converter a porcdo serina no tRNAFS para selenocisteil-tRNASSC A SecS
incorpora selenofosfato (H,SePO’3), a forma ativa de Se, dentro da espinha dorsal do
aminoacido, gerado pela SPS2 da reagdo entre HSe” e ATP (Figura 1, parte k; Figura 2)
(39, 40).

Figura 2. Mecanismo da biossintese de selenocisteina.
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Fonte: Adaptado de Labunsky et al. (40)

Legenda: tRNA - Acido ribonucleico transportador; Ser - Seril; Sec - Selenocisteina; SerS - seril-tRNA
sintetase; ATP - Adenosina trifosfato; ADP - Adenisina difosfato; AMP - adenosina monofosfato; PSTK -
fosfoseril-tRNA quinase; SPS2 - selenofosfato sintetase 2; SecS - Selenocisteina Sintetase; H,SePO;’ -
Selenofosfato.

A Sec é incorporada em sequéncias polipeptidicas de proteinas (Figura 1, parte I)
por codons UGA presentes em acidos ribonucléicos mensageiros (RNAmM) e um complexo
mecanismo que envolve proteinas especificas, durante o processo de traducdo. Na
producdo de selenoproteinas, quando um ribossomo encontra o cédon UGA, o qual
finalizaria a traducdo, o mesmo passa a ser recodificado como Sec, por meio de uma
maquinaria que envolve o elemento SECIS (sequéncia de insercdo de selenocisteina) - uma
estrutura especifica dentro do RNAm e proxima da regido 3’UTR que dita esta
recodificacdo; a Sec-tRNAF* _ que tem um anticédon complementar a0 UGA; a
proteina de ligacdo ao SECIS 2 (SBP2) - que € ela propria uma selenoproteina, € associada
de forma estavel aos ribossomos e se liga ao elemento SECIS com alta afinidade e
especificidade; e o fator de elongacdo de traducdo para insercao de selenocisteina (eEFSec)
- que também interage com SBP2, recruta a Sec-tRNA®15 ¢ facilita a incorporacéo de

Sec dentro do polipeptideo crescente (39, 40).
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As espécies de Se absorvidas no trato gastro-intestinal sd&o em primeiro lugar
transportadas para o figado, onde séo sintetizadas a maior parte das selenoproteinas. O
Se04> e as espécies organicas podem ser transportados intactos ou por mecanismos que
ainda ndo foram elucidados, enquanto que a SeMet € normalmente transportada sob a
forma de Se-albumina (SeAlb). Além do figado, as espécies de Se também podem ser
armazenadas nos musculos, esqueleto, eritrocitos, pancreas, rins, estbmago, cerebro, pele e
mucosa gastrointestinal. O plasma é outro local de armazenamento de Se, onde é
encontrado principalmente sob a forma de selenoproteina P (60 a 70%) - responsavel pela
distribuicdo de Se para outros Orgdos. Nestes, outras selenoproteinas podem ser
sintetizadas com a liberagdo de Sec que é reconvertida a HSe™ (Figura 1, parte m). Ainda
no plasma, como GPx (20 a 30%) e os restantes 10% ligado a lipoproteinas de baixa
densidade e de muito baixa densidade (5, 30, 35, 41, 42, 43, 44).

A distribuicdo de Se para todo o organismo € regulada pelo figado, por triagem do
Se metabolicamente disponivel entre as vias de sintese de selenoproteinas e de metabolitos
de excrecdo. A fracdo de Se que ndo pode ser utilizada para a sintese de selenoproteinas €
excretada. A regulacdo dos metabolitos excretados ainda é investigada. Sabe-se que a
excrecdo de Se pode seguir dois caminhos, ambos com produtos metilados. Em casos de
suplementacdo de Se ou toxicidade, o principal metabdlito é o trimetilselenido (TMSe),
que é excretado na urina. Sua producdo inicia a partir de fontes de Se mono-metiladas,
como SeMSec, que passam por uma sequéncia de metilagbes mediada por
metiltransferases, tendo como intermediario o dimetilselenido (DMSE), excretado por
meio da respiracdo (Figura 1, parte n). Nesses casos de excesso de Se, bem como na baixa
toxicidade do nutriente, 0 HSe™ pode ser convertido em selenoacgucares e ser excretado na
urina (Figura 1, parte o) (30, 45, 46, 47, 48).

Todas essas etapas que incluem a sintese de tRNA-Sec pelo HSe’, a maquinaria de
proteinas que incorporam Sec em selenoproteinas e o transporte de Se do figado para o
tecido alvo formam uma unidade que coordena a sintese de selenoproteinas. Portanto, o
padrdo da expressdo de selenoproteinas e seus alvos direcionados sdo resultados funcionais
da ingestdo nutricional, sendo que tanto a ingestdo de selénio quanto a presenca de fatores
geneéticos podem influenciar este padréo (39). Como os residuos de Sec estdo presentes em
todas as selenoproteinas - com poucas exce¢des constituindo seu sitio ativo, importante
para as reacdes redox cataliticas - a auséncia destes residuos bem como suas mutagdes para
qualquer outro aminoacido, poderdo conduzir a conduzir a inatividade das selenoproteinas
(40).
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Algumas evidéncias sugerem que a baixa ingestdo de Se influencia a atividade de
varias selenoproteinas e podem causar alteraces em RNAm em genes de selenoproteinas.
E o que se tem observado, por exemplo, no figado e outros tecidos de ratos: uma reducéo
na atividade da GPx1 e na expressdo de RNAm (49, 50, 51, 52); maior reducdo da GPx1
comparada com a reducdo da atividade da GPx4 e DIO (50); maior reducdo da TrxR2
comparada a TrxR1 (53). Em linhagens celulares também foi verificada redugdo na
expressao da GPx1, mas ndo da GPx2, com a reducéo de Se (39, 54, 55).

Essas evidéncias demonstram que a sintese de selenoproteinas € sensivel a
disponibilidade de Se, mas nem todas as selenoproteinas sdo afetadas da mesma forma pela
deficiéncia do mineral em questdo. Algumas respondem rapidamente a deficiéncia de Se
com diminuicdo da sua atividade, enquanto outras se mantém estaveis sob moderada
deficiéncia e apenas reduzem a atividade frente a deplecdo prolongada. H4, portanto, uma
hierarquia para a sintese das selenoproteinas, que é classificada de acordo com a
importancia de sua funcdo no organismo. Tem-se observado que a DIOI é a selenoproteina
menos vulneravel. Entre as GPx a GPx2 e GPx4 tém prioridade em relacdo a GPx1 e
GPx3, e a selenoproteina P, ocupa posicdo intermediaria (39, 56, 57).

A determinacdo da hierarquia das selenoproteinas € complexa e envolve alguns
fatores, tais como: variacdes na extensdo da regido 3’UTR de diferentes RNAm de
selenoproteinas e na posicdo da recodificacdo da Sec pelo UGA dentro da regido
codificadora. Como consequéncia, modifica 0 numero de nucleotideos entre 0 UGA e 0
SECIS; mutacBes em proteinas necessarias ao complexo de incorporacdo da Sec, como a
SBP2, que podem levar a diferencas na expressdo de selenoproteinas com maiores efeitos
na desiodase que na GPx (58); mutacGes no RNAt-Sec, que podem influenciar a
incorporacdo de Sec em algumas selenoproteinas mais que em outras, sendo as GPx1 e
GPx3 mais sensiveis a tal mutacdo que TrxR1 e GPx4 (59); especificidade do tecido, por
exemplo, em ratos deficientes, a atividade da DIO reduz mais que 90% no figado, mas
aumenta na tireoide, a expressao da TrxR1 é afetada mais no figado que no rim, a atividade
da GPx4 reduz no coracdo e no figado mas ndo na tireoide (60, 61). Embora seja
reconhecida a hierarquia de selenoproteinas, nosso conhecimento ainda é limitado a poucas

selenoproteinas, tais como a GPx, TrxR, DIO e P (39).



26

2.1.3-FUNCOES DO Se

As fungdes do Se estdo intimamente ligadas a associacdo com selenoproteinas (62),
como por exemplo, a GPx, que reduz peroxidos de hidrogénio e hidroperdxidos a partir do
metabolismo da glutationa, um dos mecanismos de defesa antioxidante mais importantes
do sistema bioldgico. Para que a atividade de reducao de espécies reativas seja mantida, €
necessario que haja a regeneracdo da GSH. Para tanto, uma molécula de peroxido de
hidrogénio é reduzida a duas moléculas de agua, enquanto duas moléculas de glutationa
(GSH) sdo oxidadas em uma reacdo catalisada pela GPx. A glutationa oxidada (GSSG)
pode ser reduzida pela glutationa redutase, utilizando NADPH como co-fator (Figura 3)
(24, 63, 64).

Figura 3. Ciclo de oxi-reducdo da glutationa
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Fonte: Cominetti et al. (64); Higdon, Drake e Whagner (65)

Em mamiferos hé oito tipos de GPx, sendo que cinco (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 e
GPx6) contém residuos de Sec em seu sitio ativo e trés (GPx5, GPx7 e GPx8) contéem
cisteina no lugar de Sec no sitio ativo. A GPx1 é uma enzima citosélica ubiqua que é
expressada em todos os tipos de tecidos, em maiores concentragcGes no figado e rim. As
GPx2 e GPx3 sdo limitadas a certos tecidos, encontradas especialmente no epitélio do trato

gastrointestinal e rim, respectivamente. A GPx4 é expressa em Varios tipos de células e
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tecidos, e a GPx6 somente no epitélio olfativo e durante o desenvolvimento embrionario
(66).

As GPx1, GPx2 e GPx3, e possivelmente a GPx6, tem especificidade por perdxido
de hidrogénio (H,0;) e outros hidroperoxidos de baixo peso molecular. A GPx4 esta
envolvida na redugdo do complexo hidroperoxido fosfolipidico bem como com
hidroperdxido de fosfatidilcolina e hidroperoxido de colesterol que sdo associados com
membranas celulares (40, 67).

A GPx1 tem sido considerada uma das principais enzimas antioxidantes implicada
na protecdo das células contra danos oxidativos e € altamente regulada pela disponibilidade
de Se. Estudo com camundongos verificou que na deficiéncia de Se a atividade da GPx1
no figado e rim estava significativamente reduzida e com a reintroducdo do nutriente na
dieta houve aumento em sua atividade. Destaca-se que sua atividade reduzida ou
deficiéncia resulta em elevados concentragdes de H,O, intracelulares, enquanto que a super
expressdao da GPx1 pode levar a reducdo do estresse oxidativo e pode interromper a
sinalizacdo de H,0,. Assim, a GPx1 modula varios processos e vias bioldgicas regulados
pelo H,O, incluindo a proliferacdo celular, apoptose, resposta ao estresse e funcgdes
relacionadas as mitocondrias (40, 68, 69, 70).

A familia das selenoproteinas desiodases (DIO I, DIO Il e DIO I1ll) tem papel
importante sobre os horménios da tireoide. A DIO | é expressa principalmente no figado,
rins, tireoide e gordura marrom, enquanto a DIO 11 é abundante no sistema nervoso central,
tecido adiposo marrom e musculos esqueléticos. Ambas ativam os hormdnios da tireoide
convertendo a tiroxina inativa em ativa (3,3'-5'triiodothyronine). E a DIO Ill, presente na
placenta, Utero, feto e no sistema nervoso central, tem atividade fetal e na desativacdo de
horménios da tireoide (6, 27, 71).

Ha trés selenoproteinas TrxR: TrxR1 - localizada no meio intracelular
(citosolica/nuclear); TrxR2, expressa em altas concentracfes na célula, especialmente nas
mitocondrias; e TrxR3, localizada principalmente nos testiculos. Elas desempenham um
papel antioxidante e no controle do potencial redox intracelular, e também podem atuar
como fator de crescimento de células, na sintese de DNA e a inibi¢do da apoptose (6, 27,
71).

A selenoproteina P é uma glicoproteina extracelular que, como comentado
anteriormente, é uma das principais reservas plasmaticas de Se e transporta o nutriente para
outros tecidos, funcéo esta que se deve a presenca de dez Sec em sua estrutura, das quais

uma se localiza no dominio N-terminal e nove no residuo C-terminal. Alem do figado,
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também tem sua expressdo aumentada no cérebro e testiculos e age também como um
antioxidante extracelular, pois elimina peroxinitritos, resultantes da reacdo de ions
superdxido com 6xido nitrico, produzidos em situacdes de inflamacéo (6, 27, 71, 72).

O Se tem papel importante frente ao sistema imunolégico, tais como a manutencao
da integridade da membrana das células imunocompetentes; otimizacdo da resposta imune
celular e humoral mediante a melhoria dos fenémenos de fagocitose das células natural
killer; proliferacdo dos linfocitos T e sintese de imunoglobulinas; inibicdo da transcricdo
mediada pelo fator nuclear kappa B (NF-kB) limitando a resposta inflamatdria e regulacao
do metabolismo de hidroperdxidos que levam a sintese de leucotrienos, tromboxanos,

prostaglandinas e lipoxidos (43).

2.1.4 - FONTES, RECOMENDACOES, DEFICIENCIA E EXCESSO

As principais espécies de Se encontradas em vegetais s30 SeOs>, SeO4> e SeMet, e
em menor quantidade Sec, SeMSec e GGSeMSec. Em animais, as principais espécies
encontradas sdo SeOs*, SeO,”, SeMet e Sec, com proporcdes variaveis dependendo da
dieta do animal (73). As melhores fontes alimentares de Se s&o de origem animal como as
carnes, que possuem concentracdes variando entre 0,2 pg/g e 0,6 pg/g, produtos marinhos,
com concentracBes chegando até 0,87ug/g e lacteos, com menos de 0,1 a 0,3 pg/g de Se.
Os alimentos de origem vegetal apresentam concentracfes variadas de Se. Os cereais e
grdos contém desde concentracfes abaixo de 0,1 até 0,8 pg/g de Se; e frutas e vegetais,
menos de 0,1 pg/g de Se (74). Apesar de ser de origem vegetal, a castanha-do-brasil € a
principal fonte alimentar, apresentando concentracdo variando de 50,0 a 70,0 pg/g
podendo chegar a 110 pg/g, de acordo com analises realizadas no Laboratorio de Nutri¢do
Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo.

O estabelecimento da recomendagdo dietética de Se baseou-se em dados
epidemioldgicos da doenca de Keshan e na maximizagdo da atividade de selenoproteinas
como a GPx plasmatica. Segundo a ingestdo dietética de referéncia (DRI) publicada pelo
Institute of Medicine (I10M) (5) de 2000, a necessidade média estimada (EAR) e a ingestdo
dietética recomendada (RDA) para individuos com idade a partir de 19 anos de ambos 0s
sexos é de 45 pg/dia e 55 pg/dia, respectivamente.

Entre as principais formas de apresentacdo da deficiéncia de Se em humanos,
destaca-se a doenca de Keshan, uma cardiomiopatia que pode ocorrer quando a ingestdo

diaria de Se € menor ou igual a 11 pg/dia (5, 75). Sua forma aguda é caracterizada por uma
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stbita insuficiéncia da fungdo cardiaca, e, a forma crénica, por crescimento moderado ou
excessivo do coragdo, com diversos graus de insuficiéncia cardiaca. No aspecto
histopatoldgico, hd quadros de necrose multifocal cardiaca, substituicdo fibrosa do
miocardio e miocitolise (76).

Outra forma de apresentacdo da deficiéncia do mineral é a doenga de Kashin-Beck,
uma osteoartrite endémica que ocorre durante a pré-adolescéncia ou adolescéncia (77),
caracterizada por degeneracdo necrdtica dos condrécitos, que resulta em nanismo e
deformacéo de articulacdes (78).

A intoxicacao por Se também pode ser do tipo aguda ou cronica. A primeira pode
ocorrer por ingestdo acidental ou suicida de altas doses de Se, e pode levar ao surgimento
de graves distarbios gastrointestinais e neuroldgicos, sindrome do desconforto respiratorio
agudo, infarto do miocardio e insuficiéncia renal. A intoxicagdo crénica também conhecida
como selenose se caracteriza pela perda de cabelos e unhas, distlrbios gastrointestinais,
erupcdes cutaneas, halito de alho (causada por compostos de selénio), fadiga, irritabilidade
e alteracGes do sistema nervoso. A selenose pode surgir com a ingestdo de selénio acima de
850 pg/d (5).

2.1.5 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE Se SANGUINEO

As diferentes concentracdes de Se no solo sdo as principais determinantes das
quantidades de Se nos alimentos, influenciando a ingestdo e as concentragcdes dos
biomarcadores nos individuos, isso poderia explicar as variagBes no status do mineral de
individuos em diferentes paises (79). E o caso dos Estados Unidos, india, Australia e Japo
gue possuem areas com solos ricos em Se, enquanto que China, Nova Zelandia e Republica
Tcheca possuem areas com solo pobre em Se (80).

Nos Estados Unidos, a ingestdo de Se pela populagdo em geral, excede o valor da
RDA. Na Europa, a ingestdo € de cerca de 30 pg/dia e, na Nova Zelandia ha ingestdes
menores que esse valor. Em regides rurais de paises em desenvolvimento tém sido
relatadas ingestdes ainda mais baixas, como regides chinesas que apresentam consumo
alimentar menor do que 10 pg/dia (81, 82, 83).

No Brasil, segundo Cozzolino (84), a disponibilidade de Se é diferenciada em
diversas regifes do pais. Supde-se que as regifes sudeste e centro-oeste apresentem
menores concentracbes do mineral no solo, o que aponta para a deficiéncia de Se em

individuos destas regides, comparado com as regides norte e nordeste.
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A regido Amazobnica é provavelmente a que possui 0 solo mais rico em Se, local
onde se encontra a maior abundancia de castanheiras, arvore que tem como fruto a
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), principal fonte alimentar de Se. Vale ressaltar
que as castanhas provenientes desta regido tém conteudo mais elevado quando comparadas
a outras regides do Brasil (85, 86).

Entre as regides sudeste e nordeste, um estudo comparativo mostrou que o feijao
produzido no Estado de Sao Paulo (0,016 ug de Se/g) tem menor concentracdo que o do
Ceara (1,2 pg de Se/g) (87). Outra pesquisa realizada em individuos residentes nos dois
Estados mostrou maior ingestdo e concentracdo de Se no plasma da populagdo cearense
comparada com a de S& Paulo (88). Estes resultados confirmam a influéncia da
concentracdo de Se no solo no estado nutricional da populacéo (87). Vale destacar que no
nordeste ha& poucos estudos realizados sobre o status de selénio, sendo encontrados apenas
os dois supracitados no Estado do Ceara.

Na regido norte estdo disponiveis dados de apenas trés estudos: Gonzaga (74) em
criancas de Macapa (AP) e Belém (PA); Rocha (89) em criancas ribeirinhas de duas
localidades de Porto Velho e Bortoli (90) em mulheres adultas ribeirinhas do estado do
Amazonas. Nesses estudos da regido norte observaram-se concentragcdes elevadas de Se
sanguineo quando comparados com os estudos da regido sudeste.

A revisdo elaborada por Carmona-Fonseca (91), que compilaram resultados do
status de Se sérico/plasmatico de estudos em paises da Europa e America Latina, observou
que a concentracdo média de Se diferiu entre os individuos do mesmo continente e entre
individuos de um continente e outro. Em alguns paises europeus a concentracdo média de
Se plasmatico encontrada foi mais baixa (Hungria - 57,8 + 12,1 pg/L; Reptilbica Theca -
58,3, £ 11,6 pg/L; Iugoslavia - 51,3 + 16,6 pg/L), enquanto em outros foi mais alta
(Noruega - 117,2 + 15,7 pg/L; Portugal - 90,0 = 16,0 ug/L; Suica - 96,0 = 12,8 ug/L;
Turquia - 108,4 = 23,4 ug/L). Na América Latina, os valores de Se plasméatico foram
baixos no Peru - acima do nivel do mar - (59 pg/L) e altos no Chile (113 pg/L) e Peru -
abaixo do nivel do mar - (117 pg/L). Estes valores foram ainda menores que as médias
encontradas em estudos nos Estados Unidos e Canada, 125 pg/L.

No Brasil, ainda ha poucos estudos sobre avaliacdo do status de selénio, realizadas
principalmente pelo grupo do laboratério de Nutri¢do - Minerais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF) da Universidade de Sdo Paulo (USP). Em individuos saudaveis, ha
apenas trés estudos realizados por este grupo nesta regido, dois no Ceara, um na Amazonia

e outro em Rondonia (Figura 4).
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Figura 4. Concentragdes plasmaticas e eritrocitarias de Se (ug/L) de individuos adultos nos
Estados do Ceara, S&o Paulo, Amazonas e Rondonia
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Outros estudos realizados em Sdo Paulo em individuos acometidos por doencas
mostraram que estes poderiam estar com o estado nutricional comprometido em relacédo ao
mineral. Pacientes com insuficiéncia renal crénica tinham concentracdo plasmatica de 18,8
ug/L e eritrocitaria de 72,4 pg/L (95); pacientes com Alzheimer com 32,59 pg Se/L
plasmatico e 46,74 pg Se/L eritrocitario (96); mulheres obesas com 55,7 pgSe/L
plasmatico e 60,5 pug Se/L eritrocitario (97); e individuos com doenca de Graves com 57,0
ugSe/L. plasmatico e 78,6 pgSe/L eritrocitario (88). Portanto, em todos os casos, as
concentracdes desse elemento no sangue encontravam-se abaixo das faixas observadas na
literatura.

Importante salientar que no Brasil ndo existe uma faixa de referéncia para as
concentragOes de Se sanguineas e em muitos estudos sdo adotados os pontos de corte da

populagcdo americana de 60 a 120 pg/L para Se plasmatico e 90 a 190 pg/L para Se
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eritrocitario, que possuem concentracdes de Se no solo diferentes das do Brasil (98). Tal
fato pode gerar limitagdes na interpretacdo dos dados obtidos nas pesquisas sobre Se no
Brasil, uma vez que as referéncias adotadas ndo refletem a realidade do pais.

Outros pontos de corte foram sugeridos por Thomson (79), definidos a partir de
estudos em &reas endémicas ou ndo endémicas de deficiéncia em Se na China e Nova
Zeléandia, sendo para o Se plasmaético, 21 pg/L, valor minimo para o ndo surgimento da
doenca de Keshan - cardiomiopatia causada pela deficiéncia de selénio; e 80 a 90 ug/L,
necessario para a otimizacdo da atividade da GPx e selenoproteina P plasmaticas.
Aparentemente, estes valores sdo mais adequados para O UusO em pesquisas, pois
apresentam valores conhecidos para o risco de apresentar a doenga de Keshan e para a
otimizacdo da atividade enzimatica de selenoproteinas. No entanto, se referem apenas ao
Se plasmatico. De fato, € necessario que sejam estabelecidos valores de referéncias
proprios para cada pais. No entanto, na América Latina, bem como Africa e Asia, exceto
Japdo, ha& poucos estudos sobre as concentracBes de Se nos diversos compartimentos
corporais (91), justificando estudos nessa area.

Medidas da concentracdo ou da atividade de selenoproteinas sdo outras formas de
avaliar o status de Se, pois dependendo da concentracdo no organismo podem ter sua
funcionalidade alterada (99, 100). E o caso, por exemplo, de alguns estudos que mostram
uma atividade reduzida da enzima GPx, durante a baixa concentracdo de Se, ou aumentada
com a suplementacdo (83, 93, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109).

Os polimorfismos genéticos também podem influenciar o status de Se, visto que
alguns individuos podem ter uma resposta biolégica diferente em relagéo a ingestéo de Se,
que dependera da variacdo genética. Por isso, enfatiza-se a importancia da avaliacdo de
polimorfismo de nucleotideo Unico em genes que codificam selenoproteinas nos estudos

que envolvem o Se (100).

2.1.6 - POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO UNICO E GPx1

Pesquisas envolvendo variacbes genéticas que poderiam estar relacionadas com
maior risco para 0 desenvolvimento de doencas, tiveram um grande crescimento apés a
publicacdo dos primeiros resultados em 2001 do Projeto Genoma Humano. Este projeto
iniciado em 1985 foi de grande importancia para a area da genética ndo sé pela conclusédo

do sequenciamento quase completo do genoma humano (ainda ha regides repetitivas e
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altamente condensadas ndo sequénciadas), como também pela descoberta de variacGes na
sequéncia dos genes (110).

Os polimorfismos aparecem como consequéncia de mutacbes, e as diferentes
classificacbes sdo definidas dependendo da mutacdo original. A categoria mais béasica de
polimorfismo é originada de uma mutag&o simples, modificando um nucleotideo por outro
(111), e foi chamada de SNP, do inglés “single nucleotide polymorphism”, ou
polimorfismo de nucleotideo Unico (112). Os SNP podem estar localizados em varias
regibes do gene: promotora, codificadora (éxons) e ndo codificadora (regido 5° néo-
traduzida no comeco do gene, introns no meio do gene, e 3" ndo-traduzida no final do
gene) e dependendo da troca ou da regido onde ocorrem podem interferir mais ou menos
no fendtipo (113). SNP na regido promotora e codificadora tém maior probabilidade de
modificar o funcionamento do gene e consequentemente da proteina formada. Se estes
polimorfismos ocorrerem em genes que codificam enzimas antioxidantes, por exemplo,
podem aumentar o risco para o desenvolvimento de DCNT (114, 115).

Por definicdo, SNP sdo alteracbes em uma base do DNA onde o alelo raro ou
menos frequente acomete 1% ou mais de individuos em uma determinada populacédo (112).
Estima-se que existam cerca de trés milhdes de SNP no genoma humano, mas que ocorrem
em frequéncias que sdo estaveis em uma determinada populagdo e que por si sé ndo dédo
origem a fenotipos imprevistos. Para influenciar o fenotipo, alguns fatores devem ser
considerados, como por exemplo: a dieta, fatores ambientais, regido do gene onde ocorre o
polimorfismo e variagcdes genéticas adicionais (39).

Entretanto, grande parte dos SNP ocorre em regides nao codificadoras dos genes e
por isso ndo causam mudancas observaveis nos individuos. Dessa forma, esses SNP sao
utilizados como marcadores em genética de populacBes (113). SNP estdo sendo
catalogados em grande escala (por exemplo, pelo consorcio internacional HapMap
Project) e mapeados para uso na identificacdo de genes que contribuem com a incidéncia
de doencas. A relacdo entre incidéncia de doencas, a genética de populacfes e 0s SNP esta
estruturada no conceito de hapldtipos e desequilibrio de ligacdo ou LD (Linkage
Disequilibrium). Haplétipos sdo combinages especificas de alelos de um mesmo gene que
ocorrem em uma populacdo. A maioria dos SNP surgiu por uma mutacdo ocorrida em um
locus do cromossomo ha milhares de anos e essa regido com seus alelos vizinhos tende a se
manter intacto ao longo das geragdes, se a populacao estiver em equilibrio. Nesta situag&o,
na qual o novo alelo e outros polimorfismos vizinhos tendem a ser herdados juntos, define-

se um forte desequilibrio de ligacdo (112, 116). Sendo assim, se neste haplotipo estiver um
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alelo relacionado a uma doenga, e houver um forte desequilibrio de ligacéo, a identificacdo
de apenas um SNP é suficiente como preditor da existéncia dos outros e, portanto do risco
para a doenca (117).

Um elevado nimero de mutagdes ndo apresenta consequéncias funcionais por
diferentes motivos: por ndo causarem alteracdo de aminoacido na sequéncia da proteina ou
porque a modificacdo de aminoacido ndo tem efeito, nem fungdo. Consequentemente, o
maior desafio da atualidade é identificar polimorfismos que apresentem consequéncias
funcionais como alteracdo na funcdo e no metabolismo das proteinas. Em relacdo as
selenoproteinas, polimorfismos na regido codificadora do gene podem ter como
consequéncia a alteracdo do aminodcido na traducdo da proteina (118), na regido
promotora podem alterar a regulagéo do funcionamento do gene e na regido 3’UTR podem
alterar a incorporacgdo do selénio nas proteinas, sendo assim, seu estudo é de fundamental
importancia (39).

Nesse contexto, SNP em diversas selenoproteinas foram descobertos e podem
apresentar consequéncias funcionais, como por exemplo, alterarem as concentracdes de
biomarcadores ou estarem associados com maior risco de diversas doencas, principalmente
cancer, doenca cardiovascular e diabetes.

Um exemplo de SNP em selenoproteinas humanas que pode levar a alteracdes
passiveis de serem detectadas é o Pro198Leu (rs1050450) localizado no gene da GPx1 no
cromossomo 3p21.3. Este polimorfismo é caracterizado pela substituicdo da base citosina
por timina (C — T) no exon 2 do nucleotideo 594 da enzima, que resulta na substituicdo do
aminodcido prolina (Pro) por leucina (Leu) no cédon 198. E suposto que essa alteracio
pode causar mudancas conformacionais secundarias e terciarias na estrutura final da
proteina, pois a prolina € o Unico aminoacido sem um grupo amino livre no atomo de
carbono a e ¢ conhecido por promover uma dobra Unica na estrutura secundaria de
peptideos resultando em mudancas na atividade da enzima (14, 119, 21, 17).

Vérias pesquisas tém mostrado uma associa¢do entre a presenca do alelo Leu do
Pro198Leu e o risco aumentado de cancer de pulmdo, mama, bexiga e colo-retal (14, 17,
119, 120, 121). No entanto, a associagdo entre a atividade da GPx1 e as variantes
genotipicas do Pro198Leu n&o é suficiente para o entendimento da interagdo entre o seu
gendtipo e atividade enzimatica. Assim, é importante avaliar como a atividade da GPx1
pode ser alterada em individuos com diferentes gendtipos, em relacdo ao status de Se ou a

suplementacdo deste mineral (122). Além disso, também € importante identificar a
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presenca de outros polimorfismos no gene dessa enzima que podem também influenciar a
sua atividade.

Outros exemplos de polimorfismos no gene da GPx1 sdo o -602A/G (rs3811699) e
0 Arg5Pro (rs8179169). O primeiro ocorre na regido promotora do gene e leva a troca da
base guanina (G) por adenina (A) no nucleotideo 602 e, 0 segundo, ocorre no éxon do gene
e leva a troca da base G por C no nucleotideo 14, resultando na substituicdo do aminoécido
arginina (Arg) por prolina (Pro) no cddon 5. Observou-se na literatura apenas trés artigos
que estudaram estes SNP: lida et al. (123) e Mistry et al. (124), que ndo encontraram o
alelo variante do SNP Arg5Pro; Huang et al. (125) que verificaram uma alta frequéncia do
alelo variante do SNP -602A/G e Hamanishi et al. (21) que encontraram hapl6tipo entre o
alelo A do -602A/G e Pro do Prol98Leu com frequéncia de 89,9%. Também foram
realizadas analises preliminares destes dois SNP no Laboratério de Nutricdo-Minerais da
FCF/USP (dados em processo de submisséo) e observou-se uma boa frequéncia destes, o
que justifica a necessidade de uma maior exploracdo do seu comportamento frente a
atividade da enzima GPx e balango redox.

De acordo com Suzen et al. (122) os polimorfismos genéticos sdo um dos principais
fatores para a susceptibilidade individual a doencas complexas, sendo que havendo
interacOes entre as espécies reativas de oxigénio (ERQO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e o material genético, SNP em genes gque codificam enzimas antioxidantes podem
ter um papel fundamental para diferencas inter-individuais na manutencdo da integridade
do genoma humano.

Dessa forma, um aspecto importante a se considerar em estudos relacionados ao
status de individuos quanto ao Se e variantes genéticas de selenoproteinas é o grau de
estresse oxidativo a que os individuos podem estar submetidos. Pois, devido as
propriedades antioxidantes do Se serem exercidas por meio de selenoproteinas (126), as
variantes genéticas podem influenciar sua atividade, e consequentemente o0 estresse
oxidativo e o risco de doencas (127).

Dois dos poucos estudos realizados correlacionando o estresse oxidativo e a
variacdo genética de selenoproteinas em individuos saudaveis foi o de Takata et al. (127) e
0 de Miranda-Vilela et al. (128). O primeiro observou uma associagao significativa entre
variantes genéticas da selenoproteina P e concentra¢fes elevadas de MDA. O segundo
estudo mostrou uma associagdo entre o gendtipo heterozigoto (Pro/Leu) do Pro198Leu da
GPx1 com danos ao DNA.
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H& poucos estudos que relacionaram a atividade da GPx, o estresse oxidativo e o
polimorfismo genético desta enzima em resposta a suplementagdo com Se. Cominetti et al.
(109) foi o primeiro estudo com mulheres obesas a realizar essa associagdo e observou que,
apos a suplementacdo, o grupo homozigoto variante (Leu/Leu) apresentou maior nivel de
dano ao DNA em comparagdo ao grupo com gendtipo selvagem (Pro/Pro), o que pdde ser
atribuido ao baixo status antioxidante verificado no grupo Leu/Leu, no qual havia uma

correlacgéo significativamente negativa entre a atividade da GPx e o nivel de dano ao DNA.
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3.0 - JUSTIFICATIVA

Inimeros trabalhos que investigam a relacdo entre SNP no gene da enzima GPx
foram realizados para avaliar o risco para o desenvolvimento de DCNT. Por outro lado,
estudos em populacGes saudaveis para averiguar como os SNP podem influenciar os
biomarcadores do estado nutricional relativo ao Se s&o mais escassos. Na atualidade, o uso
das ferramentas da biologia molecular pode auxiliar na interpretacdo dos resultados de
estudos populacionais ou de intervencdo, com a possibilidade de definir biomarcadores
mais robustos para avaliacdo do estado nutricional dos individuos em relacdo a nutrientes
especificos, e, a0 mesmo tempo, servir como indicadores para intervengdes direcionadas a
partir do genodtipo individual.

E importante destacar que o diagnostico do estado nutricional relativo ao Se é
dificultado pela inexisténcia de um padrdo de referéncia de normalidade, que possa ser
utilizado de forma generalizada em pesquisas populacionais. Assim, este trabalho seréa de
grande importancia no sentido de contribuir para a criacdo de um banco de dados do estado
nutricional relativo ao selénio da populacdo brasileira, e a0 mesmo tempo, verificar a
influéncia dos SNP no estado nutricional, com influéncia ainda no estresse oxidativo, uma

vez que a funcdo primordial do Se € participar do sitio ativo de uma enzima antioxidante.
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4.0 - OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar o estado nutricional relativo ao Se em individuos adultos relacionando-o0 com

polimorfismos no gene da enzima GPx e sua influéncia sobre a enzima e o balango redox.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o estado nutricional dos individuos;

e Avaliar a adequacdo do consumo de macronutrientes dos participantes;

e Determinar o status de selénio;

e Analisar o balanco redox;

e Determinar a frequéncia dos polimorfismos Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro da
GPx1;

e Avaliar a influéncia do estado nutricional geral dos individuos e dos polimorfismos
Prol98Leu, -602A/G e Arg5Pro no status de Se e no balanco redox dos
participantes.
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5.0- METODOLOGIA

5.1 - CASUISTICA

O estudo é de natureza transversal e investiga o estado nutricional de individuos
adultos em relacdo ao Se. A populacdo do estudo foi constituida de 343 voluntérios de
ambos 0s sexos, com idade entre 20 e 50 anos, recrutados no Campus Ministro Petronio
Portella da Universidade Federal do Piaui da cidade de Teresina-PIl. Os critérios adotados
para selecdo dos participantes foram: ndo fazer uso de suplementos vitaminico e/ou
mineral ou de anti-inflamatdrios; ndo ser atleta de elite; ndo consumir bebidas alcodlicas
cronicamente; ndo ingerir castanha-do-brasil diariamente; ndo apresentar DCNT. A

auséncia de DCNT foi auto-relatada pelos participantes.

5.2 - TAMANHO AMOSTRAL

Esta pesquisa tem como um dos principais objetivos comparar a concentracdo de
selénio entre individuos com gendtipo Leu/Leu (homozigoto recessivo), Pro/Pro
(homozigoto dominante) e Pro/Leu (heterozigoto) do polimorfismo Pro198Leu da enzima
GPx1, ou seja, deseja-se realizar uma comparacdo de um fator (concentracdo de selénio)
com os trés gendtipos (Leu/Leu, Pro/Pro e Pro/Leu). Para tanto, o célculo do tamanho
amostral foi realizado pelo Instituto de Matematica e Estatistica (IME) da Universidade de
Sdo Paulo (USP) que utilizaram dados de concentracdes de selénio de individuos saudaveis
residentes na cidade de Fortaleza/Ceara, os quais faziam parte do grupo controle do estudo
de Maia (88), sob responsabilidade do Laboratério de Nutricdo-Minerais (FCF/USP).
Destaca-se que 0 emprego deste estudo prévio no calculo da amostra foi importante devido
a utilizagdo de dados da regido nordeste do Brasil.

Desta forma, utilizou-se no calculo estatistico 0s seguintes pardmetros: desvio
padrdo da concentracdo de selénio eritrocitario nos individuos estudados na pesquisa
anteriormente citada (26,79 ug/L), maior diferenga entre as medias de selénio eritrocitario
em relagdo aos genotipos encontrados que se deseja detectar no estudo (15 pg/L), nivel de
significancia de 1% e poder do teste (1 - B) de 0,90. Assim, seriam necessarios 113

individuos em cada gendtipo, 339 participantes no total.
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5.3 - ASPECTOS ETICOS
O protocolo da pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da USP (CAAE # 03935412.1.0000.0067 - Anexo Il e I1I) com
anuéncia do Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui (Anexo 1V). Para participar
da pesquisa, os individuos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), ap0s receberem informacdes a cerca do estudo. O termo foi elaborado de acordo
com a “Declaragdo de Helsinque III”, capitulo 50, paragrafo 50.20/27, que trata da
protecdo dos participantes e orienta quanto aos procedimentos referentes a pesquisa com
humanos. O TCLE foi aplicado pelo pesquisador responsavel, sendo que todo o

procedimento iniciou-se apos a sua assinatura (Apéndice I).

5.4 -PROTOCOLO DO ESTUDO

Os participantes responderam um questionario com informacg6es s6cioeconémicas e
estilo de vida (Apéndice I1). Os mesmos foram submetidos a coleta sanguinea e de urina de
24 horas para determinacdo de Se, perfil lipidico, marcadores de estresse oxidativo
(atividade da SOD e GPx, MDA e capacidade total antioxidante) e de polimorfismos da
enzima GPx. Também foi realizada avaliacdo antropométrica e dietética (trés registros
alimentares) para obtencdo de informagdes sobre o consumo alimentar de Se e
macronutrientes. Os participantes receberam explicacdes e orientagdes por escrito de como
coletar a urina e os dados da dieta (Apéndice 11l e V).

A andlise do consumo e do Se urinario foi possivel em 272 e 294 participantes,
respectivamente, pois foram estes os que entregaram o material solicitado. As analises de
Se plasmatico (n = 342), Se eritrocitario (n = 338), GPx (n = 334), SOD (n = 335), MDA
(n = 229) e ORAC (n = 339) ndo foram realizadas em todos os participantes devido a
quantidade reduzida da amostra bioldgica ou a exclusdo de resultados que se apresentaram

como outliers.

5.5 - ANALISES

5.5.1 - AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Foi utilizado o método do registro alimentar de trés dias, sendo dois dias na semana
e um dia de final de semana. A composicdo da dieta em macronutrientes e selénio foi

analisada no programa Nutwin da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP. Em seu banco
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de dados foram inseridos valores de selénio de alimentos nacionais analisados por Ferreira
et al. (129) e pelo Laboratério de Nutricdo - Minerais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, e alguns que ndo foram analisados por essas duas primeiras fontes,
foram selecionados da tabela USDA Food Search for Windows, versdo 1.0, SR23. Junto
aos valores de selénio, também foram acrescentados os dados de energia e macronutrientes
da Tabela de Composicdo de Alimentos (TACO) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os valores obtidos de macronutrientes e Se foram corrigidos pela energia
pelo método do residuo e pela variabilidade intra e interpessoal (130, 131, 132). Os
resultados dos macronutrientes foram comparados com a referéncia de adequacdo da
AMDR proposta pelas ingestdes dietéticas de referéncia (133). Para o Se, determinou-se 0
percentual de inadequacdo de acordo com a EAR (necessidade média estimada) para
individuos com idade acima de 19 anos de ambos 0s sexos (45 ug/dia) (5). Para tanto, foi
realizado o célculo para obtencdo do Z escore através da diferenca entre a EAR e a

ingestdo média do grupo dividido pelo desvio padrao (132).

5.5.2 - AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Foram aferidas medidas de peso, estatura, circunferéncia da cintura e
bioimpedancia elétrica para o diagnostico do estado nutricional antropométrico dos
participantes. Todas essas medidas foram realizadas em triplicata, sendo as medidas finais
correspondentes a meédia aritmética obtida, e foram realizadas no mesmo dia da coleta
sanguinea com os individuos ainda em jejum.

Para afericdo da altura utilizou-se um estadiébmetro movel da marca Sanny®, com
capacidade para aferir até dois metros e sensibilidade de um centimetro, fixado em parede
lisa, sem rodapé e sobre um plano liso. O participante foi colocado de pé e de costas para a
parede, tendo-se o cuidado de observar a posi¢ao correta no momento dessa aferi¢do, qual
seja, 0s pés em paralelo, e os calcanhares, panturrilhas, regido glutea, escapulas e cabeca
em contato com o plano vertical.

O peso dos participantes foi aferido em balanca antropométrica da marca Filizola®,
modelo 31, com capacidade para 150 kg e sensibilidade de 100g. No momento da tomada
de peso os participantes estavam descalcos, posicionando-se no centro da balanca e com os
bracos estendidos. Para afericdo desta medida, bem como da impedancia bioelétrica, foi

solicitado aos participantes que usassem roupas leves.
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A circunferéncia da cintura foi aferida com o individuo em pé, com os pés juntos e
bragos estendidos ao longo do corpo, utilizando uma fita métrica ndo extensivel. A mesma
foi circundada no individuo no ponto médio entre a Gltima costela e a crista iliaca, sendo a
leitura feita no momento da expiracao.

Para o teste de bioimpedancia, foi recomendado aos participantes que néo
comessem ou bebessem liquidos e ndo fizessem exercicios fisicos nas quatro horas e nas
doze horas antes do teste, respectivamente. Também foi solicitado que fossem ao banheiro
evacuar e/ou urinar trinta minutos antes do teste e que retirassem qualquer tipo de metal,
como reldgios e brincos. Os individuos ficaram deitados, em decubito dorsal, com as
pernas e os bracos afastados do corpo. Apds a limpeza da pele, foram colocados 0s dois
eletrodos (um distal e outro proximal) no pé direito: o eletrodo distal na base do dedo
médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulacdo do tornozelo, entre os
maléolos medial e lateral da tibia; e na méo direita: o eletrodo distal na base do dedo médio
e 0 eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do punho, coincidindo com
0 processo estiloide. O aparelho de bioimpedancia elétrica utilizado foi da marca
Compcorp da RIL Sistems Inc®.

As medidas de peso e estatura foram expressas como indice de massa corpoOrea
(IMC) em kg/m?. Os resultados de IMC e circunferéncia da cintura foram analisados de
acordo com a classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (134). O
percentual de gordura obtido pelo teste de bioimpedancia elétrica foi avaliado de acordo
com a classificagdo de Lohman (135) (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacdo das medidas antropomeétricas

Variaveis Categorias Referéncia
Baixo Peso <185
2 Eutrofia 185-249
IMC (kg/m’) Excesso de peso 25-29,9
Obesidade >30
Feminino Masculino
Sem risco <80 <94
CC (cm) Risco elevado 80 — 88 94— 102
Risco muito elevado > 88 >102
Feminino Masculino
Risco de doencas e
disturbios associados a <8 <5
desnutricdo
% GC Abaixo da média 9-22 6-14
Média 23 15
Acima da média 24 - 31 16 -24
Rls_co de‘doeng_as >3 > 25
associadas a obesidade
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Fonte: Organizagdo Mundial de Sadde (134); Lohman (135).
Legenda: IMC - indice de massa corpérea; CC - circunferéncia da cintura; % de GC -

percentual de gordura corporal;

5.5.3- COLETA E PROCESSAMENTO DE SANGUE E URINA

A coleta de sangue venoso foi realizada em jejum de no minimo 8 horas e maximo
de 12 horas, por um técnico de enfermagem. A quantidade de sangue coletada foi de 20
mL com seringas plasticas descartaveis e agulhas de aco inoxidavel, e, posteriormente
foram transferidos para tubos de polietileno com EDTA. O sangue coletado foi utilizado
para analise de perfil lipidico, Se, dos polimorfismos da enzima GPX, da atividade das
enzimas SOD e GPx, e das concentracfes de MDA e capacidade total antioxidante.

Para analise do perfil lipidico, 5 mL de sangue total foram separados em tubos de
polietileno com gel para separacéo do soro, sendo analisados no mesmo dia da coleta. Para
os polimorfismos, 1,0 mL de sangue total foi separado em microtubo estéril e armazenado
em freezer - 80°C para a posterior extracdo do DNA gendmico necessario para esta analise.
O restante do sangue foi processado em centrifuga refrigerada, para obtencdo do plasma e
eritrocitos. O processamento do sangue foi realizado da seguinte maneira: o plasma foi
separado do sangue total por centrifugacdo a 1157 g durante 15 minutos a 4°C, em
centrifuga da marca Eppendorf®, e acondicionado em microtubos comuns de polipropileno.
A massa eritrocitaria foi lavada trés vezes com 5 mL de solucdo salina a 0,9%,
homogeneizada lentamente por inversao e centrifugada a 12857 g por 10 minutos a 4°C,
utilizando-se a mesma centrifuga para a separacdo do plasma, sendo o sobrenadante
descartado, em todas as lavagens. Ap0Os o terceiro descarte do sobrenadante, a massa
eritrocitaria foi cuidadosamente extraida com micropipeta, e colocada em microtubos de
polipropileno. As amostras de plasma e eritrocitos foram armazenadas a -80°C para
posterior analise.

Também foram coletadas amostras de urina de 24 horas, em frasco sem
contaminantes e livre de solventes organicos para andlise dos niveis de excrecdo de

selénio. Estas também foram armazenadas em freezer - 80°C até o momento da anélise.
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5.5.4 - REAGENTES

Todos os reagentes utilizados nas analises foram de grau de pureza analitica P. A., e
a 4gua utilizada no preparo das solucdes e diluicdo das amostras foi do tipo MiliQ®, com

excecao da agua utilizada na analise do polimorfismo que foi autoclavada.

5.5.5 - CONTROLE DE CONTAMINACAO

Todo o material utilizado (vidrarias, plasticos, ponteiras, microtubos, etc) para a
analise de selénio foi desmineralizado, utilizando-se um banho de &cido nitrico a 30%, por
no minimo 12 horas, e depois enxaguados pelo menos 10 vezes consecutivas com agua
deionizada, minimizando assim a contaminacgdo por minerais. Os materiais utilizados para

a extracdo do DNA, tais como pipetas e microtubos foram previamente autoclavados.

5.5.6 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO Se SANGUINEO E URINARIO

A determinacdo de selénio nas amostras de plasma, eritrocitos e urina foram
realizadas por meio do método de espectrometria de absor¢do atdmica por geracdo de
hidretos acoplados a cela de quartzo (HGQTAAS) (74). As amostras de plasma foram
primeiramente digeridas por via Uumida &cida, em tubos de vidro pirex. Nestas foram
adicionados 5 mL de &cido nitrico 68% P.A. (MERCK) e mantidos em repouso durante a
noite. Em seguida a digestdo foi realizada em bloco digestor com temperatura inicial de
50°C, aumentando-se gradativamente até alcangar, no maximo, 150°C, a fim de eliminar as
substancias organicas e reduzir o Se presente na solucdo (VI) para selénio IV. Em seguida
foram acrescidos 5 mL de HCL 1,2N e aquecidos durante duas horas a uma temperatura de
100°C. Apo6s este procedimento essas solugbes foram diluidas para 25 mL com &gua
deionizada e submetidas a leitura de selénio. Para o controle da metodologia de anélise de
Se adotou-se como padrdo de referéncia o material certificado SERONORM®, cujo
conteddo do frasco foi dissolvido conforme orientagdo do fabricante, e realizado o
processamento por digestdo acida via Umida, como nas demais amostras. Os resultados
foram expressos em pg/L, com excecdo do Se urinario, que foi expressado por grama de

creatinina.
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5.5.7 - DETERMINACAO DE CREATININA

Foi realizada dosagem de creatinina na urina pelo método cinético com Kit comercial
da ROCHE®, lido em analisador bioquimico automatico COBAS INTEGRA, em

comprimento de onda de 510 nm.

5.5.8 - DETERMINACAO DOS POLIMORFISMOS Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro
DA ENZIMA GPx1

Para andlise de genotipagem o DNA do sangue total foi extraido a partir do kit
Purelink Genomic DNA, da Invitrogen, Life Technologies. O DNA foi quantificado em
espectrofotdbmetro Nanodrop, sendo o resultado expresso em ng/mL. Utilizou-se a razédo
260/280 superior a 1,7 e inferior a 2,0, como parametro de qualidade do DNA. Amostras
com a razdo abaixo desse valor foram reextraidas. Em seguida, a concentracdo do DNA
gendmico de todas as amostras foi ajustado com agua autoclavada para uma concentracdo
de 10 ng/mL e volume final de 20 pL. Um total de 2 uL de DNA foi usado para a reagdo
em cadeia da polimerase e 18 pL de solugdo contendo o master mix especifico para o
ensaio de genotipagem (Tagman® genotyping master mix — Applied Biosystems®) com
sondas Tagman (Custom Tagman® SNP Genotyping Assay, Human; Alelo 1: VIC/MGB-
NFQ; Alelo 2: FAM/MGB-NFQ). Foram desenhados primers especificos pela Life
Technologies para 0s SNP Pro198Leu (primer forward - CATCGAAGCCCTGCTGTCT;
primer reverse - CACTGCAACTGCCAAGCA) e Arg5Pro (primer forward -
GCTGGCTTCTTGGACAATTGC; primer reverse - GCGCCGAGAAGGCATACA). Os
primers especificos do SNP -602A/G foram adquiridos também da Life Technologies,
porém ja customizados. Para tal, a sequéncia utilizada foi a seguinte:
CCCTCCCTGGCCTCCTCAGGCTGCA[C/T]TCACCCTACCCCCAAATCTGAACCA.

A genotipagem da populacdo do estudo foi realizada pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays, da Applyed Biosystems, utilizando as condi¢Ges de termociclagem
recomendadas pelo fabricante. Este sistema é baseado na andlise end-point da RT-PCR

(Real time — PCR, ou Reagdo em cadeia da Polimerase em Tempo Real).
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5.5.9 - DETERMINACOES DOS PARAMETROS LIPIDICOS

A determinacdo do perfil lipidico foi realizada em um analisador bioquimico
automatico (COBAS INTEGRA) segundo o método colorimétrico enzimatico utilizando
kit comercial Roche. Os pardmetros avaliados foram colesterol total (CT), triglicerideos
(TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL), os
quais foram classificados de acordo com o Quadro 2 abaixo.

Quadro 2. Classificacdo das medidas de perfil lipidico de acordo com a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (136).

Variaveis Categorias Referéncia
Otimo <200
CT (mg/dL) Limitrofe 200 — 239
Alto > 240
Otimo <100
Desejavel 100 - 129
LDL (mgfdL) Limitrofe 130 159
Alto 160 — 189
Muito alto >190
Baixo <40
HDL (mg/dL) Limitrofe 40 - 60
Alto > 60
Otimo < 150
Limitrofe 150 — 200
TG (mg/dL) Alto 200 — 499
Muito alto > 500

Legenda: CT - colesterol total; TG - triglicerideos; HDL - lipoproteina de alta densidade;
LDL - lipoproteina de baixa densidade;

5.5.10 - AVALIACAO DO BALANCO REDOX

5.5.10.1 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE MDA

A peroxidacdo lipidica foi determinada no Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(USP), mediante analise das concentracbes de MDA no plasma por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC/PDA), quantificando a reagdo do MDA com dinitrofenilhidrazina
(DNPH) utilizando absorbancia de 308 nm, seguindo-se método adaptado de Rezaei,
Jamshidzadeh e Sanati (137).
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Antes do processamento das amostras foi construida uma curva de calibracdo
utilizando uma solugdo estoque de MDA com 22 pL de tetramethoxypropano e 10 mL de
acido sulfarico a 1%. Os pontos da curva utilizados foram 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e
12,0 uM.

O HPLC utilizado é da marca Shimadzu (Kyoto, Japdo), equipado com coluna
Phenomenex Reverse-phase C18 de 240 mm x 4,6 mm com particulas de Sum
(Phenomenex, Torrance, CA). A temperatura no amostrador foi mantida em 4°C, e a
temperatura da coluna a 25°C. A eluicdo foi realizada em modo isocratico com uma fase
movel constituida de 50% de H,O deionizada e 50% de acetronitrila, acidificada com 2%
de &cido acético. A taxa de fluxo de ingestdo da amostra foi de 1 mL/minuto e o tempo de
corrida de 15 minutos.

Em microtubos, contendo 100 pL de plasma foram adicionados 10 pL de hidréxido
de sodio 4M. Esta hidrolise alcalina teve o objetivo de liberar o MDA das proteinas
plasmaéticas. Ap0s agitacdo no vortex, as amostras foram incubadas no aparelho vortemp®
a 60°C durante 30 minutos, para em seguida serem incubadas no gelo por 5 minutos.

Apos resfriamento, acrescentou-se 150 pL de acido sulftrico a 1% e agitou-Se no
vOrtex vigorosamente, para precipitacdo das proteinas. Depois incubou-se novamente no
gelo por mais 5 minutos. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo a 14000 rpm por 10
minutos e retirou-se 175 pL do sobrenadante, que foram transferidos para um novo
microtubo, no qual foi acrescido 25 pL de DNPH (0,001 g/mL) permanecendo a
temperatura ambiente por 30 minutos, protegidos da luz. Posteriormente, centrifugou-se o
microtubo a 14000 rpm por 5 minutos e transferiu-se 150 uL do sobrenadante para um vial,
do qual foi injetado 100 uL. no HPLC.

5.5.10.2 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GPx

A determinagdo da atividade da GPx foi realizada em eritrécitos com o auxilio de
kits comerciais (Ransel 505 — Randox Laboratories, Crumlin/UK) adaptados para 0 uso em
analisador bioguimico automatico LABMAX.

O método se baseia na reacdo em que a GPx catalisa a oxidagdo da glutationa
reduzida por um perdéxido de hidrogénio. Na presenca de GPx e NADPH, a glutationa
oxidada é imediatamente convertida a forma reduzida com a oxida¢do concomitante do
NADPH em NADH". A leitura das amostras é realizada em absorbancia de 340 nm (138).
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Para determinacgdo da GPx, foram adicionados a 50 puL da amostra 1 mL do diluente
fornecido pelo kit, e apds 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, acrescentou-se
1 mL de drabkin concentrado. A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi
determinada e o resultado final expresso em unidades de enzima por grama de
hemoglobina.

A dosagem de hemoglobina (Hb) foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina com Kit LABTEST® e lido em leitor de microplaca automatizado

Biotech Synergy H1, com comprimento de onda de 540 nm.

5.5.10.3 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SOD

A determinacdo da enzima SOD também foi realizada nos eritrécitos, pelo método
in vitro, em um analisador bioquimico LABMAX, usando kit comercial da Randox
Laboratories (Ransod; Randox Laboratories, Crumlin/UK), conforme metodologia
recomendada pelo fabricante.

Este método emprega xantina (0,05 mmol/L) e xantina oxidase (80 U/L) para gerar
radicais superoxidos que irdo reagir com 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de
feniltetrazol para formar o composto vermelho de formazan. A atividade da SOD é medida
por meio do grau de inibicdo desta reacdo. Para tanto, a amostra é diluida com tampéo
fosfato (0,01 mol/L pH 7,0) de forma que o grau de inibicao fique entre 30% e 60%.

A amostra foi diluida em dois lisados, sendo que o primeiro era composto de 100
puL da amostra diluido em 900 pL de tampdo fosfato, e o segundo, 100 pL do lisado
anterior em 2,9 mL de tampédo fosfato. A concentracdo da hemoglobina também foi

utilizada para expressar o resultado da enzima em unidades por grama de hemoglobina.

5.5.10.4 - DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE ABSORCAO DE RADICAIS
DE OXIGENIO (ORAC)

A capacidade antioxidante total do plasma foi avaliada atraves do método ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) e determinada de acordo com Prior et al (139). As
amostras de plasma foram desproteinizadas pela adigdo de 400 pL de 4cido percldrico
0,5M, sendo homogeneizadas em vortex por 5 segundos e centrifugadas a 14000 rpm por 5
minutos a 20°C para a retirada do sobrenadante. Em seguida, as amostras foram diluidas 5x
em tampao fosfato 75 mM pH 7,4. 25 uL de plasma, 150 pL de fluoresceina (40nm) em
tampdo fosfato 75 mM e 25 pL de 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrocloride
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(AAPH — 153 nM) em agua foram adicionados na microplaca, sendo apenas o primeiro
realizado manualmente. A solugdo de AAPH foi preparada no momento da anélise e antes
de sua adicdo, a placa foi incubada a 37 °C. O tampdo fosfato foi utilizado como branco e
como padréo, preparou-se solucdo de Trolox em tampédo fosfato utilizados no preparo da
curva, nas seguintes concentragdes: 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM. Apoés a
adicdo de todos os reagentes na placa, a fluorescéncia foi lida a cada minuto, por 80
minutos e usados os filtros de emissdo de 520 nm e excitacdo de 485 nm. A leitura foi
obtida por meio de um leitor de microplaca automatizado Biotech Synergy H1 e os
reagentes adicionados através do uso de dispensadores acoplados ao equipamento. A
capacidade antioxidante foi determinada pela curva resultante da perda de fluorescéncia
versus a concentracdo de antioxidante e foi expressa em mol equivalentes de Trolox/ mL

de plasma. As determinac@es foram realizadas em triplicata.

5.6 - ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas deste trabalho foram realizadas no software R verséo 3.0.2.
Inicialmente verificou-se a presenca de outliers utilizando o grafico de caixas (boxplot) e
decidiu-se pela exclusdo ou ndo das amostras. Em seguida, testou-se a normalidade dos
dados usando o teste de Kolmogorov-Smirnov, e a homogeneidade de variancia, pelo teste
de Levene. Para a comparacdo entre duas médias, quando os dados apresentaram-se
normais e homogéneos utilizou-se o teste t de Student para amostras independentes, e
qguando ndo, o teste de Mann-Whitney. Para a comparacdo entre mais de duas médias,
guando os dados apresentaram-se normais e homogéneos utilizou-se o teste de ANOVA, e
quando ndo, o teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pos-teste de Tukey. Também utilizou-
se o teste de qui-quadrado considerando-se um grau de liberdade, para a determinacao do
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para a investigacdo da existéncia de blocos de haplotipos
entre os SNP avaliados, bem como dos valores D e r?, utilizou-se o software Haploview
4.2. Os dados foram considerados significativos com p menor que 5 %.

Construiu-se trés modelos de regressdo linear univariados para a variavel
dependente GPx, tendo como variaveis independentes em cada um deles os SNP
Prol98Leu, -602A/G e Arg5Pro. Também se construiu um modelo de regressdao maultipla
para cada uma das variaveis dependentes: Se plasmatico, Se eritrocitario, GPx, SOD, MDA

e ORAC. As variaveis independentes testadas no modelo foram: pratica de atividade fisica,
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consumo de alcool e hébito de fumar (categoriza¢do: sim ou ndo); renda familiar
(categorizacgdo: acima ou abaixo de dois salarios minimos); IMC, CT, TG, LDL, HDL e
circunferéncia da cintura com e sem categorizacdo (categorizagdo: com e sem excesso ou
tercil); % de gordura corporal com e sem categorizacéo (categorizagdo: aumentado ou nédo
ou tercil); idade; consumo de proteinas, carboidratos, lipidios com ou sem categorizacdo
(categorizacdo: tercil); polimorfismos Prol98Leu, -602A/G e Arg5Pro. As varidveis
categorizadas em tercil e os trés polimorfismos foram classificadas em Dummys para
serem testadas nos modelos.

Para os modelos do Se plasmatico, Se eritrocitario, GPx, MDA e ORAC utilizou-se
uma regressdo linear e para a SOD, utilizou-se a regressdo linear generalizada com
distribuicdo gama e funcéo de ligacdo log. Em todos os modelos, 0 método de selecdo para
as variaveis foi o forward e, adotou-se como critério para a selecdo das variaveis na
modelagem o valor de p < 0,20 nas regressdes simples. Para a manutencao das varidveis no
modelo, os critérios adotados foram: p < 0,05 ou reducdo em pelo menos 10% o valor do
Bestimado d€ pelo menos uma das demais variaveis quando comparados ao modelo anterior.

Para verificacdo das suposicOes feitas para o ajuste dos modelos, foi feita a analise
de diagnostico e de sensibilidade dos modelos finais, constatando-se que os modelos

estavam bem ajustados.
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6.0 - RESULTADOS
6.1 - CARACTERIZACAO DA POPULACAO

6.1.1 - DADOS SOCIOECONOMICOS E CLINICOS

Participaram do estudo 343 individuos adultos com idade média de 24,4 + 5,0 anos,
sendo 57,7% do sexo feminino. Destes participantes, 53,3% possuiam renda familiar entre
1 e 3 salarios minimos, 85,1% tinham o ensino superior incompleto e 91,7% eram de
descendéncia sul-americana, ndo havendo individuos orientais (Tabela 1 e Tabela 2).

Pela classificacdo do indice de massa corporal (IMC) observa-se que 12,5%
apresentaram déficit de peso, 23,8% apresentam excesso de peso e 6% obesidade (Tabela
1).

A medida da circunferéncia da cintura (CC) mostrou que 12,6% dos individuos tém
risco de complicacdes metabdlicas. A classificagdo do percentual de gordura corporal
indicou que 70,2% dos individuos possuem risco de doencas associadas ao sobrepeso e
obesidade (Tabela 1).

A andlise do perfil lipidico apontou que os valores de CT, TG e LDL encontravam-
se dentro da faixa recomendada para 80,8%, 88,3% e 83,6% dos individuos,
respectivamente. No entanto, 39,9% dos participantes apresentaram baixas concentracfes
de HDL (Tabela 1).

Tanto as meédias das medidas antropométricas quanto do perfil lipidico
encontravam-se dentro da faixa recomendada. Com excecdo do percentual de gordura
corporal que apresentou média acima do recomendado (Tabela 2).

As doencas mais relatadas no historico de doencas dos familiares dos participantes
foram diabetes, doencas cardiovasculares e hipertensdo. O total de participantes que
relataram beber, fumar e ndo praticar exercicios fisicos foi 33,6%, 2,3% e 59,2%,
respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribui¢do dos individuos adultos do estado do Piaui segundo os aspectos
socioecondmicos e clinicos

Variaveis Classificacdo n %
Dados Socioecondmicos

Feminino 198 57,7

Sexo Masculino 145 423
Total 343 100,0

<1SM 12 3,5

>1la2SM 92 27,1

>2a3SM 89 26,2

>3a4SM 49 14,4

Renda >4a5SM 45 13,2
>5SM 53 15,6
Total 340 100,0

Sim 139 40,8

Exercicio Nao 202 59,2
Total 341 100,0

Né&o 227 66,4

Beber Sim 115 33,6
Total 342 100,0

N&o 334 97,7

Fumar Sim 8 2,3
Total 342 100,0

EFI 1 0,3

EMC 4 1,2

Escolaridade ESI 292 85,1
ESC 46 13,4
Total 343 100,0

Doencas de antecedentes familiares

N&o 244 71,6

Obesidade Sim 97 28,4
Total 341 100,0

Né&o 115 33,7

Hipertensdo Sim 226 66,3
Total 341 100,0

Né&o 188 55,1

Diabetes Sim 153 449
Total 341 100,0

Doencas N&o 203 59,9
Cardiovasculares Sim 136 40,1
Total 339 100,0

Né&o 210 61,9

Dislipidemia Sim 129 38,1

Total 339 100,0




Né&o 338 98,5
N&o sabiam 5 15
Cancer Total 343 100,0
Variaveis antropométricas
Magreza Classe 111 1 0,3
Magreza Classe Il 6 1,8
Magreza Classe | 35 10,4
IMC Eutrofia 194 57,7
Pré-obesidade 80 23,8
Obesidade Classe | 15 45
Obesidade Classe 11 5 15
Total 336 100,0
Sem risco 297 87,4
CcC Risco elevado 30 8,8
Risco muito elevado 13 3,8
Total 340 100,0
Risco de doenca associado a
sobrepeso e obesidade 73 21,9
Risco acima da média 161 48,3
% de GC Risco médio 13 3,9
Risco abaixo da média 85 25,5
Risco de doenca 1 0,3
Total 333 100,0
Perfil lipidico
Otimo 277 80,8
CT Limitrofe 48 14,0
Alto 18 5,2
Total 343 100,0
Otimo 303 88,3
Limitrofe 24 7,0
TG Alto 15 4.4
Muito alto 1 0,3
Total 343 100,0
Baixo 80 23,3
HDL Limitrofe 192 56,0
Desejavel 71 20,7
Total 343 100,0
Otimo 185 53,9
Desejavel 102 29,7
LDL Limitrofe 36 10,5
Alto 15 4,4
Muito alto 5 15
Total 343 100,0

Legenda: EFI - ensino fundamental incompleto; EMC - ensino médio completo; ESI - ensino superior
incompleto; ESC - ensino superior completo; IMC - indice de massa corpérea; CC - circunferéncia da
cintura; % de GC - percentual de gordura corporal; CT - colesterol total; TG - triglicerideos; HDL -
lipoproteina de alta densidade; LDL - lipoproteina de baixa densidade;

53
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Tabela 2. Medidas de tendéncia central e dispersdo das variaveis idade, antropometria e
perfil lipidico de individuos adultos do estado do Piaui

Variaveis n Minimo Maximo Média (DP)
Idade 343 20 49,9 24,4 (5,0)
IMC 336 13 38 22,8 (4,0)
CC Feminino 195 55,5 102,9 71,2 (7,7)
Masculino 145 62,3 119,0 82,4 (10,6)
% de GC Feminino 190 8,0 51,0 26,9 (6,5)
Masculino 143 6,0 35,0 19,7 (6,5)
CT 343 91,7 322 172,7 (36,7)
TG 343 29 707 100,0 (63,9)
LDL 343 19 240 102,7 (31,8)
HDL 343 24 104 50,0 (13,75)

Legenda: DP - desvio padréo; IMC - indice de massa corp6rea; CC - circunferéncia da cintura;
% de GC - percentual de gordura corporal; CT - colesterol total; TG - triglicerideos; HDL -

lipoproteina de alta densidade; LDL - lipoproteina de baixa densidade;

6.1.2 - CONSUMO ALIMENTAR

Foi possivel avaliar o consumo alimentar de 285 participantes, 0s quais
responderam os registros alimentares. A média do consumo energético foi 2139,24 +
680,70 kcal/dia. Quanto aos macronutrientes, a média do percentual de contribuicdo
calérica de proteinas, carboidratos e lipidios foi de 19,7%, 56,8% e 30,6%,
respectivamente. Cerca de 25,4% e 26,7% dos individuos consumiam carboidratos e

lipidios acima do recomendado, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo dos individuos adultos segundo a adequacdo da ingestdo dos

macronutrientes de acordo com a recomendacdo da distribuicdo em percentual da energia
(133)
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933% 479% 62.6%
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B Abaxo do recomendado O Recomendado OAcima do recomendado

A avaliacdo da ingestdo alimentar de selénio indicou prevaléncia de inadequacéo de

9,18% entre 0s participantes. A média de ingestdo do mineral foi de 60,53 + 11,64 pg/dia,
ndo diferindo entre os sexos (Tabela 3).

Tabela 3. Ingestao alimentar de selénio (pg/dia) dos individuos adultos do estado do Piaui
segundo o0 sexo

Probabilidade

Seconsumido n  Minimo Maximo Meédia (DP) de inadequacéo p
Feminino 164 31,9 101,89 60,13 (11,37) 9,18

Masculino 108 348 1175 61,14 (12,08) 9,01 0,487
Total 272 31,9 117,5 60,53 (11,64) 9,18

Legenda: DP - desvio padrédo; * - teste t de Student para amostras independente considerando p < 0,05
aplicado para os valores da concentracdo de Se ingerido entre 0s sexos.

6.1.3 - GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro
DA GPx1

Do total de participantes foi identificado que 47,81%, 90,67% e 2,62% eram
carreadores do alelo variante dos SNP Pro198Leu (rs1050450), -602A/G (rs3811699) e
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Arg5Pro, respectivamente. A populagdo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para
todos os SNP, pois a probabilidade associada aos valores do qui-quadrado (2,

considerando um grau de liberdade, foi maior que 5% (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo dos individuos adultos do estado do Piaui de acordo com 0s
gendtipos dos polimorfismos Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro da GPx1

SNP Genotipo Frequéncia nde n°de %de y
IE 10 10

Genotipo Alelo
Pro/Pro 0,514 Pro-0,717 176,4 179 52,2
Pro198Leu Pro/Leu 0,406 Leu-0,283 139,1 134 39,1 0,47

Leu/Leu 0,080 27,4 30 8,7
Total 3430 343 100,0
GG 0,082 G-0287 283 32 9,3
-602A/G GA 0,409 A-0,713 1404 133 38,8 0,95
AA 0,508 1743 178 51,9
Total 3430 343 100,0

Arg/Arg 0,974  Arg-0987 3341 334 97,4
Arg5Pro Arg/Pro 0,026 Pro-0,013 89 9 26 0,06
Pro/Pro 0,000 0,1 0 0,0
Total 3430 343 100,0

Legenda: 10 - individuos observados; IE - individuos esperados

A analise de hapldtipos com os sujeitos desta pesquisa apontou um forte
desequilibrio de ligacdo (D’ = 0,79; r* = 0,97) entre os SNP Pro198Leu e -602A/G,
indicando que os individuos que possuiam o alelo Pro do SNP Pro198Leu também tinham
o0 alelo A do -602A/G e aqueles com o alelo Leu do Pro198Leu também tinham o G do -
602A/G. Desta forma, as informacdes obtidas para o alelo Leu do SNP Pro198Leu serdo as

mesmas para o alelo G do -602A/G e serdo comentadas a seguir.
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6.3 - MARCADORES BIOQUIMICOS DO ESTADO NUTRICIONAL DE Se

A média (desvio padrdo) das concentragdes de Se nos compartimentos bioldgicos
plasma, eritrocitos, urina e no consumo alimentar foi de 54,91 (13,21) (ug/L), 70,85 (15,
30) (ug/L), 6,43 (2,64) (ug Se/g de creatinina) e 60,53 (11,64) (ug/dia), respectivamente.
Apenas o Se eritrocitario e urindrio (ug Se/g de creatinina) apresentaram diferenca
significativa (p < 0,01) para o SNP Arg5Pro, sendo que aqueles que eram carreadores do
alelo variante tinham maior média de Se (Tabela 5).

Segundo o modelo de regressdo linear do Se plasmatico, observou-se que 0s
sujeitos que ingerem bebida alcodlica tem 4,58 pg/L a mais de Se que aqueles que nédo
ingerem (Tabela 6) e, aqueles que tém renda familiar menor que dois salarios minimos tém
3,57 pg/L a menos que aqueles com renda superior a dois salarios minimos.

O modelo do Se eritrocitario evidenciou que individuos com renda familiar menor
que dois salarios minimos tém 6,01 pg/L a menos que aqueles com renda superior a dois
salarios minimos; a presenca do alelo Pro do SNP Arg5Pro aumenta o Se eritrocitario em
16,19 pg/L; e individuos que ndo praticam exercicio fisico tém 5,03 pg/L de Se a mais que

aqueles gque praticam exercicio (Tabela 6).

Tabela 5. Medidas de tendéncia central e dispersdo das concentracfes de Se plasmaético,
eritrocitario e urinario dos individuos adultos do estado do Piaui de acordo com os
genotipos dos SNP Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro

Parametro SNP Genotipo n Minimo Maximo MD (DP) p
Pro/Pro 179 2484 89,37 54,36 (13,90)
Pro/Leu 133 32,81 87,83 56,03 (12,41) 0,419°
Prol98Leu Leu/Leu 30 29,52 80,71 53,26 (12,39)
Se GG 32 2952 80,71 53,56 (12,05)
plasmético GA 132 32,81 87,83 56,00 (12,46) 0,458°
(ng/L) -602A/G AA 178 2484 89,37 54,40 (14,00)
Arg/Arg 333 2484 89,37 55,00 (13,30)
Arg5Pro  Arg/Pro 9 3425 64,03 53,63(10,00) 0,769
Total 342 2484 89,37 54,91 (13,21)
Pro/Pro 176 43,22 109,85 71,32 (15,50)
Pro/Leu 132 4540 111,37 71,07 (1540) 0,377¢
eritrc;sceitério Prol98Leu Leu/Leu 30 4564 89,65 67,14 (13,64)
(ng/L) GG 32 4542 102,53 67,57 (15,15)
GA 131 45,4 111,37 70,83 (15,21) 0,416°
-602A/G AA 175 43,22 109,85 71,47 (15,41)
ArgSPro Arg/Arg 329 4322 111,37 70,45 (15,18) 0,003
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Arg/Pro 9 68,22 104,6 85,80 (12,64)
Total 338 4322 111,37 70,85 (15,30)
Pro/Pro 154 1,16 18,31 6,63 (4,50)
Pro/Leu 114 1,00 18,52 6,83 (4,20)  0,839°
Prol98Leu Leu/Leu 26 1,99 18,40 7,13 (4,61)
. GG 28 1,99 18,4 7,00 (4,50)
Se na urina GA 113 1 1852  690(420) 0887
ML) sooaG AA 153 116 1831  6.64(450)
Arg/Arg 286 1 18,52 6,70 (4,30)
Arg5Pro  Arg/Pro 8 2,28 17,51 9,81 (6,40) 0,183'
Total 294 1,00 18,52 6,75 (4,40)
Pro/Pro 143 1,82 14,06 6,50 (2,70)
Pro/Leu 102 0,62 13,87 6,34 (2,70)  0,8718
Prol198Leu Leu/Leu 23 3 10,21 6,63 (2,30)
GG 25 3,00 10,21 6,63 (2,30)
Se na urina GA 101 0,62 13,87 6,36 (2,70)  0,899°
(nzSe/gde _B02A/G  AA 142 182 1406 645(270)
creatinina) Arg/Arg 261 0,62 14,06 6,40 (2,60)
Arg5Pro  Arg/Pro 7 2,96 13,31 9,13 (3,60) 0,006'
Total 268 0,62 14,06 6,43 (2,64)
Pro/Pro 142 31,90 117,50 60,30 (12,22)
Pro/Leu 105 34,80 9358 59,92 (11,20) 0209°
Pro198Leu Leu/Leu 25 49,60 88,66 64,42 (9,60)
GG 27 49,60 88,66 64,72 (9,29)
Se GA 104 34,80 93,58 59,84 (11,23) 0,139°
consumido _-602A/G  AA 141 3190 117,50 60,24 (12,24)
(ugldia) Arg/Arg 266 31,90 117,50 60,56 (11,50)
Arg5Pro  Arg/Pro 6 39,18 86,01 59,58 (18,35) 0,839'
Total 272 31,90 117,50 60,53 (11,64)

Legenda: MD - média; DP - desvio padrdo; § - teste de ANOVA; t - teste t de Student para amostras
independentes; valor p considerado significativo abaixo de 5%.

Valores de Referéncias:

Se consumido - Thomson (79): protecdo contra alguns canceres (> 120 ug Se/dia); maximizagdo da atividade
da GPx e selenoproteina P (> 45 - 50 pg Se/dia); atividade étima das desiodases (> 30 g Se/dia); prevencao

da doenca de Keshan (> 20 pg Se/dia).

Se plasmatico - Van Dael e Deesltra (98): 60 a 120 pg/L; Néve (158): > 70 pg/L; Alegria (159): 53 a 109
pg/L; Thomson (79): Protecdo contra alguns canceres (> 115 pg/L de Se plasmatico), Maximizacao da GPx e
selenoproteina P (> 80 - 95 pg/L de Se plasmético), Otimizacéo da atividade das deiodinases (> 65 pg/L de
Se plasmatico) e Prevengdo do surgimento da doenca de Keshan (> 21 pg/L de Se plasmatico).
Se eritrocitario - Van Dael e Deelstra (98): 90 a 190 ug/L; Pleban et al. (160): 149 a 250 pg/L.
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Tabela 6. Modelos de regressao linear maltiplo para as varidveis dependentes Se
plasmatico e Se eritrocitario dos individuos adultos do estado do Piaui

Intervalo de Confianca de p de

Variavel Variavel 95%
Dependente independente B p Limite inferior Limite Superior

Constante 54,87 <0,001 52,61 57,14

Se Plasmatico Beber 458 0,011 1,05 8,10
(ng/L) Renda -3,57 0,044 -7,09 -0,04
(Constant) 68,94 <0,001 65,79 72,09

Renda -6,01 0,004 -10,03 -1,99

Se Eritrocitario Arg5SPro 16,19 0,009 4,02 28,37
(ng/L) Exercicio 503 0,009 1,25 8,82

Referéncias das variaveis independentes: Beber - individuos que ingerem bebida alcodlica comparados aos
gue ndo ingerem bebida alcodlica; Renda - renda < 2 salarios minimos comparados com os de renda > 2
salarios minimos; Arg5Pro - genétipo Arg/Pro comparados com os de genotipo Arg/Arg; Exercicio - ndo
praticam atividade fisica comparados com os que praticam.

6.4 - PARAMETROS DE AVALIACAO DO BALANCO REDOX

A média dos parametros atividade da GPx e SOD, ORAC e MDA foram
respectivamente, 46,12 U/g de Hb, 1403,12 U/g de Hb, 0,68 uM/L e 0,89 umol equivalente
de trolox/mL de plasma. Houve diferenca significativa (p < 0,05) apenas nas concentragdes
da GPx e ORAC entre os gen6tipos do SNP Arg5Pro e Prol98Leu, respectivamente
(Tabela 7). Aqueles com o gendtipo Arg/Pro tinham maior atividade da GPx que aqueles
com gendtipo Arg/Arg e, os individuos com gendtipo Leu/Leu tinham maior concentracao
de ORAC que os com gendtipo Pro/Pro. Também houve correlacdo significativa e positiva
entre GPx e MDA (r = 0,166; p < 0,01) e SOD e MDA (r = 0,210; p < 0,001), e inversa
entre ORAC e MDA (r = -0,204; p < 0,001) e ORAC e SOD (r =-0,158; p < 0,01).
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Tabela 7. Medidas de tendéncia central e dispersédo dos marcadores do balango redox de
individuos saudaveis adultos do estado do Piaui de acordo a presenca dos polimorfismos
Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro da GPx1

Parametro SNP Gendtipo  n Min Max Média (DP) p

Pro/Pro 176 16,89 102,12 47,90 (16,06)
Pro/Leu 128 18,31 101,54 44,83 (13,80)
Prol98Leu Leu/Leu 30 16,49 58,54 41,22 (10,12)  0,139°

Px GG 32 16,49 5854 42,00 (10,25)
(Ulg de Hb) GA 127 18,31 101,54 44,76 (13,82)
-602A/G  AA 175 16,89 102,12 47,85(16,10) 0,052
ArglArg 325 16,49 102,12 45,80 (14,71)
Arg5Pro Arg/Pro 9 3517 7488 58,72 (16,60) 0,01°
Total 334 16,49 102,12 46,12 (14,90)
Pro/Pro 177 665,58 2308,52 1354,06 (367,20)
Pro/Leu 128 704,19 2337,33 1458,75 (407,85)
Prol98Leu Leu/Leu 30 765,81 2141,05 1455,27 (357,70) 0,0507
SOD GG 32 765,81 2141,05 1443,56 (349,70)
(Ulg de Hb) GA 127 704,19 2337,33 1460,94 (408,71)
-602A/G  AA 176 665,58 2308,52 1354,06 (368,23) 0,050°
Arg/Arg 326 704,19 2337,33 1400,60 (383,61)
Arg5Pro  Arg/Pro 9 665,58 2057,74 1495,16 (442,32) 0,468°
Total 335 665,58 2337,33 1403,13 (384,90)
Pro/Pro 171 0,25 1,24 0,70 (0,22)
Pro/Leu 129 0,23 1,21 0,67 (0,22)
Prol98Leu Leu/Leu 29 0,25 1,09 0,65 (0,21) 0,509°
GG 31 0,25 1,09 0,66 (0,21)
MDA (:M/L) GA 128 023 1,21 0,67 (0,22) L
-602A/G  AA 170 0,25 1,24 0,70 (0,22) 0,598
Arg/Arg 320 0,23 1,24 0,68 (0,21)
Arg5Pro Arg/Pro 9 035 1,22 0,70(0,32) 0,712
Total 329 023 1724 0,68 (0,22)
Pro/Pro 178 0,45 1,47 0,96 (0,22)
Pro/Leu 132 044 152 1,01 (0,22)
Prol98Leu Leu/Leu 29 0,54 1,52 1,04 (0,22) 0,030"
(()m? GG 31 054 152  1,03(0.22)
equivalente GA 131 044 1,52 1,01 (0,22) *
de trolox/mL _"602A/G  AA 177 045 1,47  096(022) 0,050
de plasma) Arg/Arg 330 0,44 1,52 0,99 (0,22)
Arg5Pro Arg/Pro 9 0,77 1,18 0,96 (0,12)  0,736°
Total 339 044 152 0,98 (0,22)

Legenda: T - teste t de ANOVA; T - teste de Kruskal-Wallis; § - teste de t de Student; { - teste de Mann-
Whitney; valor-p considerado significativo abaixo de 5%.
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Segundo o modelo de regressao linear univariado construido para a GPx com cada
um dos SNP estudados, todos mostraram influéncia sobre a variavel principal: individuos
com o gendtipo Leu/Leu tém 7,63 U/g de Hb de GPx a menos que aqueles com 0s
gendtipos Pro/Pro e Pro/Leu; individuos com o genotipo GG tém 6,59 com U/g de Hb de
GPx a menos que aqueles com os gendtipos GA e AA, sujeitos com o Arg/Pro tém 12,75
U/g de Hb de GPx a mais que aqueles com o genotipo Arg/Arg (Tabela 8)

Tabela 8. Modelos de regressao linear univariado para a variavel dependente GPx dos
individuos adultos do estado do Piaui

Intervalo de confianca de p

de 95%
Variavel Variavel Limite Limite
Dependente Independente B p inferior Superior

Constante 48,32 0,00 45,75 50,89

GPx Pro198Leu Dummy 1 -3,76 0,06 -7,72 0,21
(Ulgde Hb)  pro198Leu Dummy2 ~ -7.63 0,02  -14,10 -1,16
Constante 48,28 0,00 45,69 50,86

GPx -602A/G Dummy 1 381 006  -7,80 0,18
(Ulgde Hb) - _gapa/G Dummy 2 6,59 004  -12,87 -0,32
GPx Constante 45 84 0,00 43,95 47,73
(U/g de Hb)  Arg5Pro 12,75 0,04 0,68 24,82

Legenda: Pro198Leu (Dummy 1) - comparacéo do genotipo Pro/Leu com Pro/Pro e Leu/Leu; Pro198Leu
(Dummy 2) - comparagdo do genétipo Leu/Leu com Pro/Pro e Pro/Leu; -602A/G (Dummy 1) - comparagao
do gendtipo GA com GG e AA; -602A/G (Dummy 2) - comparacdo do genoétipo GG com GA e AA,
Arg5Pro - comparacdo do gendtipo Arg/Pro com Arg/Arg;

O modelo de regressao linear multiplo construido para a GPx indicou aumento da
atividade enzimatica com aumento do Se eritrocitario (Tabela 9). Também houve
correlacdo significativa entre as concentragdes de Se eritrocitario e atividade da GPx, mais
especificamente nos genotipos Arg/Arg (r = 0,286; p < 0,001) do SNP Arg5Pro; nos
gendtipos Pro/Pro (r = 0,361; p < 0,001) e Pro/Leu (r = 0,226; p = 0,030) do SNP
Prol198Leu; e nos genotipos AA (r =0,374; p <0,001) e GA (r =0,214; p = 0,040) do SNP
-602A/G.

O modelo da GPx também indicou aumento da atividade da enzima com a idade e
reducdo com a presenga do gendtipo Leu/Leu, o tabagismo e o consumo de proteina entre
90 a 98 g/dia (Tabela 9).
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Tabela 9. Modelos de regressao linear multiplo para a variavel dependente GPx dos
individuos adultos do estado do Piaui

Intervalo de
Confianca de g de
Variavel Variavel 95%
Dependente Independente B P Limite  Limite
Inferior Superior
Constante -25,32 0,166  -61,22 10,59
Log de Se Eritrocitario 4481 <0,01 25,97 63,65
Idade (Dummy 1) 0,44 0,840 -3,85 4,73
GPx Idade (Dummy 2) 540 0,014 1,10 9,71
(U/g de Hb) Fumar -16,92 0,036  -32,70 -1,14
Prol98Leu (Dummy 1) -3,52 0,061 -7,20 0,16
Prol98Leu (Dummy?2) -6,22 0,044  -12,36 -0,07
Se consumido -0,12 0,116 -0,27 0,03
PTN (Dummy 1) -4,67 0,032 -8,94 -0,40
PTN (Dummy 2) -4,94 0,052 -8,67 0,03

Legenda: Idade (Dummy 1) - comparagdo do 2° tercil com o 1° e 3° tercis de Idade; Idade (Dummy 2) -
comparagdo do 3° tercil com o 1° e 0 2° tercis de Idade; Pro198Leu (Dummy 1) - comparacdo do gendtipo
Pro/Leu com Pro/Pro e Leu/Leu; Pro198Leu (Dummy 2) - comparacdo do genotipo Leu/Leu com Pro/Pro e
Pro/Leu; PTN (Dummy 1) - comparacgdo do 2° tercil com o 1° e 3° tercis de PTN; PTN (Dummy 2) -
comparagéo do 3° tercil com o 1° e 0 2° tercis de PTN; Tercis de Idade - 1° Tercil (menos que 21,79 anos),
2° Tercil (entre 21,79 e 24,50 anos), 3° Tercil (mais que 24,50 anos); Tercis de PTN - 1° Tercil (menos que
90,73 mg/dL), 2° Tercil (entre 90,73 a 98,62 mg/dL), 3° Tercil (mais que 98,62 mg/dL).

Segundo o modelo de regresséao linear generalizado da variavel atividade da SOD,
este pardmetro aumenta com o consumo de lipidios e com a idade (Tabela 10).

Para a variavel ORAC, a regressdo linear indicou aumento com o consumo de
bebida alcodlica, IMC e presenca do genétipo Leu/Leu do SNP Pro198Leu e, reducdo com
o consumo de lipidios (Tabela 11). Em relacdo a variavel beber, é importante elucidar que
mais da metade dos participantes ndo ingeriam bebidas alcodlicas, enquanto 1,6% ingeriam
vinho e 30%, cerveja. Entre aqueles que bebiam vinhos, a frequéncia de consumo era de 1
a 2 vezes por semana e a quantidade relatada foi de 1 a 4 copos. Entre os participantes que
ingeriam cervejas, a frequéncia de consumo era de 1 a 2 vezes por semana para a maioria
(98,7%), 36% ingeriam entre 1 e 4 copos enquanto 64% ingeriam cinco ou mais copos.

Tambeéem em relacdo a variavel beber do modelo construido para ORAC, ndo foi
possivel incluir as variaveis tipos de bebida alcodlica ingerida, frequéncia de ingestao e
quantidade de ingestdo porque estas variaveis apresentaram colinearidade perfeita (r >

0,90) entre si e também entre estas e a variavel beber.
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No modelo final da variavel MDA apenas Se plasmaético foi significativo. Este
modelo apontou relagdo inversa entre as varidveis, ou seja, a cada pg/L de Se plasmatico
h& uma reducéo de 0,003 uMol/L de MDA (Tabela 12).

Tabela 10. Modelos de regressdo linear generalizado para a variavel dependente SOD dos
individuos adultos do estado do Piaui

Variavel
dependente  Variavel independente B OR IC(OR) P
Idade - Dummy 1
1°e 3° Tercis 0,0 1,0
2° Tercil 0,046 1,047 0,9631a1,1390 0,280
Idade - Dummy 2
1° e 2° Tercis 0,0 1,0
3° Tercil 0,107 1,113 1,0231a1,2110 0,013
Lipidios 0,006 1,006 1,0011a1,0114 0,017
Se Eritrocitario - Dummy 1
1° e 3° Tercis 0,0 1,0
2° Tercil -0,082 0,922 0,8488 a1,0006 0,052
SOD .
(Ulg de Hb) Se Erltr00|t<'_;1r|o - Dummy 2
1°e 2° Tercis 0,0 1,0
3° Tercil -0,073 0,930 0,8560a 1,0102 0,085
Prol198Leu - Dummy 1
Pro/Pro e Leu/Leu 0,0 1,0
Pro/Leu 0,044 1,045 0,9724 21,1226 0,085
Pro198Leu - Dummy 2
Pro/Pro e Pro/Leu 0,0 1,0
Leu/Leu 0,107 1,112 0,9884 a 1,2521 0,078
Triglicerideos (mg/dL) 0,000 1,000 0,9999 a 1,0010 0,084

Legenda: Idade - Dummy 1 - comparacdo do 2° tercil com o 1° e 3° tercis de Idade; Idade - Dummy 2 -
comparacéo do 3° tercil com 0 1° e 0 2° tercis de Idade; Se eritrocitario - Dummy 1 - comparagéo do 2°
tercil com o 1° e 3° tercis de Se eritrocitario; Se eritrocitario - Dummy 2 - comparacao do 3° tercil com o
1° e 0 2° tercis de Se eritrocitario; Pro198Leu (Dummy 1) - comparagdo do genétipo Pro/Leu com
Pro/Pro e Leu/Leu; Pro198Leu (Dummy 2) - comparagao do gendétipo Leu/Leu com Pro/Pro e Pro/Leu;
Tercis de Idade - 1° Tercil (menos que 21,7 anos), 2° Tercil (entre 21,7 e 24,49 anos), 3° Tercil (mais
que 24,49 anos); Tercis de Se eritrocitario - 1° Tercil (menos que 60,79 ug/L), 2° Tercil (entre 60,79 e
75,27 ug/L), 3° Tercil (mais que 75,27 ug/L); IC - Intervalo de confianca de 95%; OR - odds ratio.
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Tabela 11. Modelos de regressdo linear multiplo para a varidvel dependente ORAC dos
individuos adultos do estado do Piaui

Intervalo de confianca de

95% de B

Variavel Variavel Limite Limite
Dependente Independente B p inferior Superior

Constante 0,234 0,392 -0,3043 0,7731

ORAC Log_IMC 0,602 0,003 0,2115 0,9934

(umol Log TG 0,116 0,062 -0,0059 0,2378

equivalente Beber 0,061 0,024  0,0080 0,1135

de trolox/mL Prol198Leu (Dummy 1) 0,067 0,011  0,0156 0,1182

de plasma) Prol98Leu (Dummy2) 0,143 0,001  0,0558 0,2311

Lipidios (g) -0,005 0,004 -0,0090 -0,0018

Legenda: IMC - indice de massa corpérea; TG - triglicerideos; LDL - lipoproteina de alta densidade;
Referéncia: Beber - individuos que ndo ingerem bebida alc6olica (vinho e cerveja); Prol98Leu
(Dummy 1) - comparacdo do genétipo Pro/Leu com Pro/Pro e Leu/Leu; Prol98Leu (Dummy 2) -
comparacdo do gendtipo Leu/Leu com Pro/Pro e Pro/Leu;

Tabela 12. Modelos de regressao linear maltiplo para a variavel dependente MDA dos
individuos adultos do estado do Piaui

Intervalo de confianca de B

Variavel Variavel Limite Limite
Dependente Independente B p inferior Superior
Constante 0,824 <0,001 0,706 0,943
Se plasmatico
MDA (uMol/L) (ug/L) -0,003 0,015 -0,005 -0,001

Legenda: MDA - malondialdeido
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7.0 - DISCUSSAO

A avaliacdo do estado nutricional é uma tarefa complexa, especialmente quando
aborda a andlise de micronutrientes e contempla a interpretagdo de marcadores
antropomeétricos, bioquimicos e ingestao alimentar.

Na avaliacdo antropométrica, o ideal é que a determinacdo do IMC seja
acompanhada da afericdo da gordura corporal a fim de se obter informagdes adicionais
quanto a distribuicdo e a composicdo da gordura corporal, pois 0 IMC néo possibilita a
distingdo entre massa magra e massa gorda.

Os resultados do IMC foram menores que os observados pela pesquisa VIGITEL
Brasil (140) na cidade de Teresina-Pl, que verificaram no total de participantes 49,1% com
excesso de peso e 16,2% com obesidade.

Neste estudo, evidenciou-se limitacdo do IMC na avaliacdo do estado nutricional,
pois um elevado percentual de estudantes que apresentaram excesso de gordura corporal
foi classificado como eutréfico com base no IMC. Também se observou uma alta
frequéncia de participantes com risco de doencgas associadas ao excesso de peso e com
baixas concentracdes de HDL. Alteracbes na concentracdo sérica de HDL podem
contribuir para o surgimento de doencas cardiovasculares uma vez que essa lipoproteina
atua na remocdo do excesso de colesterol das paredes arteriais, exercendo importante
funcdo na modulacdo do desenvolvimento e progressdo da aterosclerose (141). Além disso,
a HDL atua na diminuicdo do risco de trombose pela inibicdo da agregagdo plaquetaria
(142, 143). Ressalta-se a importancia desses resultados por se tratar de uma populacéo
jovem com média de idade de 24,4 anos.

Houve uma alta frequéncia relatada do habito de beber e ndo praticar exercicios
fisicos, bem como de histérico de DCNT dos familiares dos participantes. As DCNT séao
problemas de salde publica cada vez mais graves na populagdo brasileira. Em 2007 as
doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e doencas respiratdrias cronicas foram
responsaveis por 58% das mortes no Brasil, e juntamente com seus quatro fatores de risco
em comum (tabagismo, inatividade fisica, uso excessivo de &lcool e alimentagcdo néo
saudavel) foi foco do plano de agdo 2008-2013 da OMS (144).

Em relacdo a ingestdo alimentar, percebe-se que a média do consumo energético
deste estudo foi maior que o encontrado na Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF
2008/2009) (145), na regido Nordeste, (aproximadamente 1928 kcal - levando em conta

apenas os individuos adultos). Quanto aos macronutrientes, os valores observados neste
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estudo estavam de acordo com a faixa de distribuicdo aceitdvel de macronutrientes
(AMDR) do Institute of Medicine (133), porém a média do percentual de contribuicdo
caldrica de proteinas, carboidratos e lipidios foi maior que a encontrada na POF 2008/2009
(145) de 17%, 56% e 25%, respectivamente.

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que dietas inadequadas, especialmente
quando associadas ao sedentarismo, podem aumentar o risco de DCNT. O padrdo de
consumo alimentar da populacédo brasileira tem sofrido mudancas nas ultimas décadas, e
tem sido caracterizado por um aumento significativo no consumo de alimentos com alto
teor de carboidratos simples e lipidios e, reducdo de frutas, vegetais e fibras, que
configuram o processo de transicdo nutricional (146). Estes estudos corroboram com 0s
resultados deste trabalho que observou consumo de carboidratos e lipidios acima do
recomendado, bem como pelos resultados antropométricos e a reduzida pratica de
atividade fisica.

No que diz respeito ao consumo de Se, observou-se que a ingestdo média, 60,5
pg/dia, foi superior a recomendagdo da EAR (45 pg/dia) e a prevaléncia de inadequagao
entre os participantes foi de 9,18%. Segundo os resultados da POF 2008/2009 (145), a
média do consumo de selénio da populacdo do Nordeste do sexo masculino e feminino
com idade entre 19 e 59 anos foi de 103,3 pg/dia e 79,3 pg/dia, e o percentual de
inadequacao da ingestdo desse mineral foi de 3,9% e 12,1%, respectivamente.

De acordo com as pesquisas realizadas no Laboratorio de Nutricdo - Minerais, a
ingestdo de selénio na populacdo adulta brasileira varia de 40 a 200 pg/dia. E 0 que tem
sido observado em individuos adultos dos estudos de Donadio (92): Séo Paulo (SP) - 41,2
pg/dia; Bortoli (90): S&o Paulo (SP) - 57,1 pg/dia, Cubatdo (SP) - 53,3 pg/dia e Novo
Airdo (AM) - 53,9 ng/dia; Santos (93): Fortaleza (CE) - 76,9 ng/dia; Maia (88): Sdo Paulo
(SP) - 110,00 pg/dia e Fortaleza (CE) - 200,00 pg/dia.

As diferencas observadas no consumo de Se em diversos estados brasileiros podem
ser explicadas pela variabilidade do mineral no solo, que, por conseguinte, afeta a sua
concentracéo nas fontes alimentares (99, 147). Somado a isso, ainda existem as limitagdes
decorrentes dos erros inerentes aos metodos de avaliacdo da ingestdo alimentar e das
poucas tabelas de composicdo alimentar que apresentam a concentracdo do Se nos
alimentos, principalmente em alimentos regionais (129).

Para avaliar a ingestdo alimentar de Se também foram considerados os pontos de
corte estabelecidos por Thomson (79). Dessa forma, pode-se perceber que todos os

participantes desta pesquisa consomem Se em quantidades suficientes para 0 nao
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surgimento da doenca de Keshan e para a atividade 6tima das DIO, e 95,96% (261/272)

para a maximizacdo da atividade da GPx e Selenoproteina P. Por outro lado, 100% dos

participantes ndo atingiram a quantidade necessaria para a protecao de cancer.

7.1 - GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro DA

GPx1

Considerando-se que a frequéncia dos alelos e dos genotipos do polimorfismo

Pro198Leu da GPx1 sdo dependentes da etnia, € importante conhecer a sua distribuicdo na

populacdo estudada. No quadro abaixo hé frequéncias de individuos adultos de diversas

regides do mundo compilados por Suzen et al. (122). Nele, também foram incluidos dados

de alguns estudos brasileiros (Quadro 3).

Quadro 3. Frequéncia dos alelos e gendtipos do polimorfismo Pro198Leu da GPx1

observados em diversas populacgdes

Frequéncia dos

Frequéncia dos

Populagdo n alelos Gendtipos Referéncias
Pro Leu Pro/Pro|Pro/Leu | Leu/Leu

Brasileira 176 0,740 0,260 0,550 0,380 0,070 93
Brasileira 203 0,720 0,280 0,510 0,430 0,060 148
Brasileira 29 0,793 0,207 0,724 0,138 0,138 149
Sueca 214 0.727 0,273 0,528 0,397 0,075 150
Inglesa 761 0,752 0,248 0,576 0,352 0,072 151
Alema 117 0,714 0,286 0,496 0,436 0,068 152
Turca 250 0,636 0,364 0,416 0,440 0,144 122
Japonesa 209 0,947 0,053 0,895 0,105 0,000 120
Polonesa 90 0,794 0,206 0,589 0,411 0,000 153
Americana 683 0,698 0,302 0,491 0,414 0,095 151
Canadense 372 0,675 0,325 0,454 | 0,441 0,105 154
Dinamarquesa 798 0,660 0,340 0,436 0,449 0,115 155
America- 156
Africana 119 0,651 0,349 0,429 0,445 0,126

Filandesa 313 0,637 0,363 0,422 0,431 0,147 14

Fonte: Suzen et al. (122)

As frequéncias dos alelos e genotipos do SNP Pro198Leu encontradas neste trabalho

foram semelhantes a de dois estudos brasileiros (93, 148) e as frequéncias das populagdes
sueca, inglesa e alema (150, 151, 152) (Quadro 3).




68

Quanto aos outros dois SNP foram encontrados poucos trabalhos na literatura. lida et
al. (123) estudou o SNP Arg5Pro em populacéo japonesa, alema e africana e Mistry et al.
(124) em uma populacdo da Nova Zelandia, Australia, Inglaterra e Irlanda e néo
encontraram o alelo variante. Huang et al. (125) analisaram o SNP -602A/G em uma
populagdo chinesa de 241 participantes e encontraram frequéncia do alelo variante de
0,911, enquanto neste estudo, esta foi menor, 0,713 (Tabela 4).

7.2 - PARAMETROS BIOQUIMICOS

O Se plasmatico é certamente o parametro mais usado para avaliar o estado
nutricional relativo ao mineral (98). No entanto, as suas concentragdes plasmaticas sdo
influenciadas por variacdes geograficas (157), idade, estado fisiologico e variagdes da
ingestdo alimentar. No entanto, a resposta a normalizacdo dos valores é influenciada pelo
grau de deplecdo, ingestdo de Se e a forma de Se suplementada (158).

Em contraposicdo a variacdo a curto prazo do Se plasmatico, o eritrocitario
responde mais lentamente a mudanca do estado nutricional relativo a esse mineral em
razdo da meia-vida de 120 dias dessa célula e, por isso, é considerado um marcador de
exposicdo de médio prazo para a avaliacdo da concentracdo de Se (98).

No Brasil, o estado nutricional relativo ao Se tem sido pouco avaliado em individuos
ndo doentes, sendo esta avaliacdo feita apenas em plasma e eritrcitos na maioria dos
estudos. A concentracdo média de Se plasmatico e eritrocitario observada nos participantes
deste estudo foi menor do que os encontrados em pesquisas realizadas em SP (88, 90), CE
(88, 93) e AM (90) (Figura 4, Tabela 5).

Segundo Thomson (79) ndo ha uma faixa de referéncia para as concentracdes de Se
sanguineo devido a variacdo do estado nutricional relativo ao mineral na populacdo em
diferentes paises, que apresentam, por exemplo, diferentes concentragdes de Se no solo,
consequentemente variando a quantidade de Se nos alimentos e na ingestdo dos individuos,
conforme comentado anteriormente. Portanto, ndo ha parametros de referéncia totalmente
aceitos como normais para os indices deste mineral.

Considerando os critérios de adequacdo de Se proposto pelos trabalhos de Alegria et
al. (159), Van Dael e Deelstra (98) e Néve (158), a variacdo na deficiéncia de Se
plasmatico seria de 49,12% (168/342), 65,50% (224/342) e 85,96% (294/342).
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Essa propor¢do se manteve crescente e semelhante quando classificamos a
deficiéncia de Se plasmético dos individuos de acordo com os critérios dos autores e a
presenca do alelo variante dos SNP estudados. Assim, 49,08% (80/163), 65,00% (106/163)
e 87,11% (142/163) dos individuos carreadores do alelo Leu do SNP Pro198Leu; 48,80%
(80/164), 65,00% (107/164) e 87,20% (143/164) com o alelo G do SNP -602A/G; e
44,44% (4/9), 55,56% (5/9) e 100,00% (9/9) com o alelo Pro do SNP Arg5Pro séo
deficientes em Se plasmatico, respectivamente.

De acordo com o ponto de corte de Thomson (79) foram observados que todos 0s
participantes desta pesquisa (n = 342) apresentam concentraces de Se plasmético em
quantidades suficientes para o ndo surgimento da doenga de Keshan. No entanto, 100%,
95,61% (327/342) e 77,49% (265/342) dos participantes ndo possuem a quantidade de Se
plasmatico necessaria para a protecdo de cancer, para a maximizacdo da atividade da GPx
e Selenoproteina P e para a atividade 6tima das DIO, respectivamente. Observando os
participantes de acordo com a classificacdo para a maximizacdo da atividade da GPx e
Selenoproteina P e os SNP estudados verificamos que 95,71% (156/163) dos individuos
com o alelo Leu do Pro198Leu, 95,73% com o alelo G do -602A/G e 100% (9/9) com o
alelo Pro do Arg5Pro séo deficientes em Se plasmaético.

Em relacdo aos pontos de corte utilizados para Se eritrocitario, todos os individuos (n
= 338) estariam deficientes de acordo com os critérios de Pleban et al. (160) e, 86,7%
(293/338) segundo os de Van Dael e Deelstra (98). Considerando os SNP estudados e a
classificacdo de Van Dael e Deelstra (98), 88,90% (144/162) dos individuos que possuiam
0 alelo Leu do SNP Pro198Leu; 88,95% (145/163), 0 alelo G do SNP -602A/G e 66,67%
(6/9), o alelo Pro do Arg5Pro eram deficientes em Se eritrocitario.

Na avaliacdo complexa do status de Se, deve-se considerar também que a excrecao
urinaria desempenha importante controle metabolico, exercendo um controle inverso entre
a perda urinéria de Se e a sua concentracdo no plasma (98).

A maioria dos trabalhos publicados expressam as concentracdes urinarias de Se em
pg/L, sendo que a quantidade média normal observada em individuos ¢ de até¢ 30 pg/L,
com excecdo onde a exposicdo ambiental ao Se é alta, considerada causa mais provavel da
excrecdo aumentada do mineral. No entanto, este parametro é dependente do volume
excretado e esta sujeito ao clima, a ingestdo de liquidos, a transpiracdo e a fungéo renal.
Portanto, a melhor forma de expressar o Se urinario é pelo volume total de urina durante
24h em conjunto com a concentragdo urinaria de creatinina. A creatinina € um metabolito

que sofre excrecdo constante e normalmente ndo passa por reabsorcdo renal, sendo
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utilizado como fator de correcdo do valor de Se urinério, pois € menos sensivel a variagcdes
(161).

Neste estudo, notou-se que tanto o valor médio quanto 0 maximo da concentracéo
urinaria de Se expressa em pg/L ndo alcangam 30 pg/L, e quando expresso em ug/g de
creatinina o valor encontrado foi menor que o de Combs et al. (162), 55,3 ug/g de
creatinina em adultos saudaveis da Dakota do Norte, Estados Unidos, regido com solo rico
em Se.

Com o intuito de verificar se 0s SNP Pro198Leu, -602A/G e Arg5Pro bem como as
variaveis de perfil lipidico, avaliagdo antropométrica, consumo alimentar e estilo de vida
interferem no estado nutricional dos individuos quanto ao Se e no balanco redox, foram
realizadas analises de regressdo linear. A utilizacdo dessas analises facilita a interpretacao
dos resultados, especialmente no caso do estabelecimento da relacdo entre os marcadores
bioquimicos do status de Se e os diferentes gen6tipo, uma vez que a maioria dos estudos
busca apenas determinar a prevaléncia dos genotipos nas populagdes ou estabelecer
diferencas entre estes no risco para alguns tipos de cancer.

Nos modelos finais construidos para o Se plasmatico e Se eritrocitario, observou-se
que individuos com renda menor que dois salarios minimos tém menos Se que aqueles com
renda superior a dois salarios minimos, respectivamente, o que poderia ser explicado pela
baixa aquisi¢do de alimentos que contém Se. No entanto, a variavel ingestdo de Se néo foi
significativa para entrar na modelagem e por isso ndo explica as variaveis biologicas.

No modelo para o Se plasmatico também se nota que 0s sujeitos que ingerem bebida
alcodlica tém mais Se que aqueles que ndo ingerem. Este resultado difere dos encontrados
por Sanchez et al. (163) e Adame et al. (164), que ndo observaram relacdo entre 0s
parametros, mas € semelhante ao de Kafai e Ganji (165) e Arnaud et al. (166). A literatura
sugere que o consumo moderado de alcool pode ndo afetar adversamente a concentragdo
de Se sanguineo em individuos com estado nutricional adequado em Se e que o0 Se
sanguineo reduz com o consumo abusivo de &lcool e esta associada com a deterioragdo das
fungdes renais ou subnutricdo (167, 168), que ndo é o caso da populagdo deste estudo.

Entre os trés SNP estudados, somente o Arg5Pro demonstrou influéncia sobre o
estado nutricional do Se, apenas no compartimento bioldgico eritrocitario, indicando um
aumento de Se para os participantes com genétipo Arg/Pro comparados aos com genétipo
Arg/Arg. Este dado corrobora os resultados da estatistica univariada, que demonstraram

aumento no Se eritrocitario e excretado naqueles individuos com genotipo Arg/Pro em
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relacdo aqueles com gendtipo Arg/Arg, provavelmente porque estes tém Se sanguineo
suficiente para as fungdes bioldgicas e seu excesso é eliminado pela urina.

Por fim, no modelo para Se eritrocitario, nota-se que individuos que nao praticam
exercicio fisico tém aumento de Se em relacdo a aqueles que praticam exercicio. Este
achado é semelhante ao de Sanchez et al. (163) em populacdo adulta espanhola. A
literatura ndo explica com clareza a relagdo entre as concentra¢fes sanguineas de Se e a
pratica da atividade fisica, sendo sugerido por Adame et al. (164) que esta relacdo pode ser
influenciada pela ingestao energética, o que a torna subjetiva e dependente do habito de se
fazer atividade fisica e se alimentar bem ou ndo.

Na avaliagdo do estresse oxidativo, os marcadores do balango redox refletem os
danos causados pelas ERO e ERN sobre o sistema bioldgico e a eficiéncia da defesa
antioxidante de contrapartida. Esta avaliacdo foi realizada neste estudo como um
complemento para a avaliagdo do estado nutricional de individuos adultos quanto ao
selénio, visto que o mineral faz parte do centro catalitico de enzimas antioxidantes como a
GPx. Concentraces sanguineas ou dietéticas reduzidas de Se poderdo comprometer seu
papel antioxidante no organismo, e este comprometimento podera ainda ser exacerbado
pela presenca de polimorfismos.

Acredita-se que a correlacdo, positiva e significativa, encontrada neste estudo entre
0s parametros GPx e MDA e SOD e MDA indicam uma tentativa do organismo de reduzir
a peroxidacdo lipidica, aumentando a atividade da GPx e da SOD para reduzir as
concentragdes de MDA. Enquanto que, a correlacdo, negativa e significativa, entre a
capacidade antioxidante total com o MDA e também com a SOD, pode representar um
maior consumo de antioxidantes na tentativa de reduzir as concentracbes de MDA,
havendo, aparentemente, um maior esforco e consequente consumo da SOD,
provavelmente por ser a defesa de primeira linha no combate a ERO (169).

A média da atividade da GPx encontrada neste estudo, 46,12 (14,90) U/g de Hb,
estava de acordo com o limite de referéncia proposto pela RANDOX (27,5 a 73,6 U/g de
Hb). Segundo esta recomendacdo, a atividade da enzima mostrou-se baixa em 7,80%
(26/334) dos individuos. Entre os que tinham o alelo Leu do SNP Pro198Leu e G do -
602A/G, 8,86% (14/158) e 8,81% (14/159) apresentaram baixa atividade da enzima,
respectivamente. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre as médias, 0s
individuos com o gen6tipo Leu/Leu do Pro198Leu e GG do -602A/G tinham cerca de 13%
menos atividade da GPx que aqueles com os gendtipos Pro/Pro e AA, respectivamente.

Nenhum individuo carreador do alelo Pro do SNP Arg5Pro apresentou baixa atividade da
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enzima, segundo a referéncia da RANDOX, e a média da sua atividade foi
significativamente maior (28,2%) que os com genotipo Arg/Arg.

Segundo o0 modelo de regressao linear univariado construido para a GPx com cada
um dos SNP estudados, todos mostraram influéncia sobre a varidavel principal.
Confirmando a analise de haplétipos, tanto os individuos com o geno6tipo Leu/Leu do SNP
Pro198Leu quanto os com GG do -602A/G apresentaram menor atividade da enzima
quando comparados aos demais gendétipos dos seus SNP. Quanto ao SNP Arg5Pro, a
analise univariada e a regressao indicaram que os individuos com o gendétipo Arg/Pro
tinham maior atividade da GPx que aqueles com gendtipo Arg/Arg (Tabela 8). Portanto,
acredita-se que a presenca do alelo variante do SNP Arg5Pro seja benéfica para o estado
nutricional relativo ao Se dos participantes deste estudo.

A literatura tem apontado uma reducdo de mais de 7% na atividade da GPx em
individuos com o genoétipo variante em relacdo ao selvagem no SNP Prol98Leu. Em
Arsova-Sarafinovska et al. (20), Ravn-Haren et al. (17) e Karunasinghe et al. (170), com
populacdo livre de doencas, a reducéo foi de 7,45%, 8,69% e 12,46%, respectivamente. Em
populacdo com cancer de mama, Ravn-Haren et al. (17) mostraram reducédo de 9,09%, e
Cominetti et al. (109), em obesos, 18,44%. Hamanishi et al. (21) estudaram haplétipos no
gene da GPx1 e mostraram que a combinacao do alelo Leu do SNP Pro198Leu com o alelo
Ala6 do SNP polialanina de troca 5/6 no codon 7-11 (Ala®/Ala®) reduz em 40% a atividade
da GPx e a combinacdo do alelo G do -602A/G com o T do +2C/T reduz em 25% a
atividade transcripcional da enzima e, sugeriram que as variantes funcionais no gene da
GPx1 sdo associadas com o risco aumentado de aterosclerose em pacientes com diabetes
tipo 2.

De acordo com o modelo de regressdo linear maltiplo construido para a variavel
GPx, a atividade desta enzima aumenta com o aumento de Se eritrocitario. Além disso,
observou-se correlacdo positiva e significativa entre estes parametros, sendo que a for¢a da
correlacdo bem como a sua significancia reduzem com a presenga do alelo variante do
Pro198Leu ou GA do -602A/G. Esses dados confirmam a dependéncia do Se eritrocitario
pela enzima GPx (164) e foram semelhantes a outros resultados (100, 164, 170, 171), com
a diferenca de que em Karunasinghe (170) a correlacdo foi mais forte no gendtipo Pro/Leu
que no Pro/Pro.

Vale ressaltar que, entre os parametros de avaliacdo de Se apenas o eritrocitario foi
significativo para entrar no modelo mdaltiplo da GPx, pois 0 Se plasmatico provavelmente

ndo exerce influéncia sobre ele por estarem em compartimentos biolégicos diferentes.
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Quanto ao Se consumido, este ndo mostrou correlagdo significativa com qualquer
marcador do status de Se nem diferiu entre os genotipos dos SNP estudados.

O modelo de regressdo linear multiplo construido para a variavel GPx permaneceu
somente com o marcador genético Pro198Leu, visto que como os SNP Prol98Leu e -
602A/G faziam parte do mesmo haplotipo mostraram colinearidade perfeita e néo
poderiam ser incluidos no mesmo modelo, e 0 Arg5Pro perdeu a significancia ao longo da
modelagem, provavelmente pelo pequeno n de participantes polimorficos. Este modelo,
indicou que os participantes com gendtipo Leu/Leu tinham 6,22 U/g de Hb de GPx a
menos que aqueles com os demais gendtipos do SNP Prol198Leu e, portanto, continuou
revelando que a atividade da enzima reduzia com o alelo Leu deste SNP.

O modelo de regressdo da GPx também revelou que individuos tabagistas tém 16,92
U/g de Hb a menos na atividade da enzima, ja verificado na literatura (17, 172). O cigarro
contém altas concentracOes de radicais livres que possuem efeito inflamatorio e podem
levar a vérias situacdes que potencializam o processo carcinogénico, entre elas a reducéo
das concentracfes sanguineas de antioxidantes (173).

Além disso, a atividade da GPx foi 4,67 U/g de Hb menor em individuos que
consomem proteina entre 90 a 98 g/dia comparada com aqueles que consomem mais de 98
g/dia. Portanto, acredita-se que haja necessidade do aumento do consumo de alimentos
proteicos, que em geral também sdo importantes fontes de Se, para elevar a atividade da
enzima (174, 175).

Em relacdo a atividade da SOD, observou-se que a média, 1403,13 (384,90) U/g de
Hb, dos participantes também estava dentro do limite de referéncia proposto pelo método
da RANDOX (1102,0 a 1601,0 U/g de Hb) e 25,70% (86/335) apresentaram baixa
atividade. Entre os individuos com o alelo Leu do SNP Pro198Leu, G do -602A/G e Pro do
Arg5Pro, 23,41% (37/158), 23,30% (37/159) e 22,22% (2/9) tinham baixa atividade da
enzima, respectivamente.

No modelo de regresséo linear da SOD, bem como da GPx, participantes com idade
superior a 24,5 anos tém, respectivamente, 0,107 U/g de Hb e 5,40 U/g de Hb a mais que
aqueles com idade inferior a 24,5 anos. Alguns autores tém relatado o aumento da GPx e
reducdo da SOD com o aumento da idade (172, 176, 177). Bolzan et al. (177) observaram
que essa reducdo da SOD néo era linear e iniciava a partir dos 28 anos de idade e, Ceballos
et al. (176) explicaram que essa redugdo pode ser devido a inativacdo progressiva da
enzima por seus produtos H,O, ou por um aumento na glicacdo da SOD. Essa relagédo

inversa da SOD com a idade, esclarecida pelos autores, e ndo observadas nos participantes
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deste estudo, pode ser explicada pelo baixo percentual de individuos com idade acima de
28 anos, ou ainda, pela hipotese de que a SOD esta sendo necesséria para equilibrar o
balanco redox, se mantendo aumentada, como comentado acima.

Entre os outros marcadores do balanco redox, apenas a determinacdo de ORAC
mostrou influéncia dos marcadores genéticos, e, 0 MDA do Se sanguineo. Nos modelos de
regressdo construidos, individuos com alelo Leu tem aumento de 0,143 umol equivalente
de trolox/mL de plasma de ORAC em relagdo aos demais genotipos do SNP Prol198Leu e,
a cada unidade de Se plasmatico (ug/L), reduz-se em média 0,003 uMol/L de MDA.
Acredita-se que os individuos com o alelo Leu do Pro198Leu tenham maior concentracdo
do ORAC, a partir de outras fontes antioxidantes que o compdem, visto que a atividade da
GPx estava baixa nestes participantes, e eles podem estar fazendo uso de outras formas de
protecdo contra radicais livres. Também acredita-se que a relacdo entre o MDA e o Se
plasmatico indique aumento da GPx plasmatica a partir do Se, na tentativa de reduzir a
peroxidacdo lipidica. No entanto, este marcador ndo foi avaliado neste estudo.

Na analise de regressdo linear considerando o0 ORAC percebe-se que este aumenta
significativamente com o0 aumento do IMC e reduz com o aumento do consumo de lipidios,
enguanto no modelo da SOD o efeito do consumo de lipidios é positivamente significativo.
E possivel que a qualidade de lipidios consumidos pelos participantes deste estudo seja
rico em &cidos graxos saturados que podem elevar a concentracdo de LDL (178). No
entanto, esta composicdo em &cidos graxos nao foi analisada neste estudo, apenas
observado o alto percentual de lipidios na dieta. Esta avaliacdo também pode ser proposta
para os individuos com IMC elevado, visto que houve correlacdo positiva e significativa
entre o IMC e a LDL (r = 0,279; p < 0,01). Assim, acredita-se que a LDL pode estar sendo
oxidada, as concentragdes de MDA elevadas e o perfil antioxidante modificado, levando a
alteracbes na concentracdo de ORAC. A atividade da SOD pode estar aumentada na
tentativa de reduzir os danos oxidativos causados pelo MDA, o que confirma a correlagéo
significativa encontrada entre MDA e SOD. Apesar da contribuicdo do consumo de
lipidios no modelo de regressdo do ORAC e da SOD ser aparentemente pequeno, acredita-
se gque possa estar atuando da maneira como explicada acima. Além disso, concentragdes
reduzidas da atividade antioxidante total tém sido observadas em individuos com sindrome
metabdlica (179, 180) e com hiperlipidemia (169).

O modelo de regressdo do ORAC também mostrou que em individuos que ingerem

bebida alcodlica hd aumento médio de 0,061 pMol equivalente de trolox/mL de plasma.
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Essa relagdo positiva entre os parametros também foi observada por Kolomvotsou et al.
(181) ao avaliar a influéncia da dieta do Mediterraneo na atividade antioxidante total em
pacientes com obesidade abdominal, que identificaram um aumento de 9,18% no ORAC
apos dois meses de consumo dessa dieta, os quais foram explicados pela ingestdo de
vinhos, ricos em polifenois. O efeito positivo do consumo moderado de bebidas alcodlicas
também tem sido identificado em doencas cardiovasculares (182, 183, 184, 185, 186) e
cancer (187, 188, 189, 190), pois a presenca de componentes como o etanol aumentam as
concentracdes de HDL, inibem a agregacdo plaquetaria e reduzem a inflamacéo sistémica
e, componentes fendlicos tém efeitos antioxidantes, inibem a oxidacdo de particulas de
LDL e a agregacdo plaquetaria, melhoram a fungdo endotelial, reduzem a presséo
sanguinea, a inflamacéo, a adesdo celular e a ativacdo de proteinas que previnem a morte
das células (191).

E importante enfatizar que os beneficios associados com vinho tinto e cerveja
dependem do consumo regular e moderado. As recomendacdes para mulheres sdo de uma
dose por dia (150 mL de vinho ou 10 g de alcool) e para os homens, duas doses diarias
(300 ml de vinho ou 20 g de alcool), sendo que estas diferem entre 0s sexos porque as
mulheres sdo mais sensiveis aos efeitos do alcool no organismo. Além disso, quaisquer
efeitos saudaveis do vinho e cerveja ndo substituem uma dieta saudavel e sdo maiores em
combinacdo com esta (191).

Portanto, considerando todos os aspectos relacionados ao estado nutricional dos
participantes desse estudo em relacdo ao selénio e as possiveis influéncias genéticas e
ambientais, verificamos que os estudos nessa direcdo serdo cada vez mais promissores e

trardo novo olhar para as pesquisas relacionadas a micronutrientes.
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7.0 - CONCLUSAO

Os individuos participantes desse estudo em sua maioria tinham estado nutricional
relativo ao selénio deficiente embora ingerindo quantidades de selénio consideradas
adequadas.

Os participantes carreadores do alelo Leu do SNP Prol98Leu e G do -602A/G
apresentaram maior deficiéncia em Se e atividade mais baixa da enzima GPx.
Individuos com alelo variante para o0 SNP Arg5Pro apresentaram melhores resultados
para atividade enzimatica (GPx) e pardmetros bioquimicos, sugerindo que este
polimorfismo seja benéfico para o estado nutricional dos individuos relativo ao Se.

O potencial redox sofreu influéncia dos polimorfismos, sendo que a capacidade
antioxidante total dos individuos com alelo Leu do SNP Pro198Leu foi melhor, apesar

da sua baixa atividade de GPx.
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Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informag@es do Responséavel Legal

Nome: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Documento de Identidade n°: 3673981 | Sexo: ()M (X)F
Data de Nascimento: 12/05/1947

Endereco: Av. Prof Lineu Prestes | N°580 | Complemento: FCF-Bloco 14
Bairro: Butanta | Cidade: S&o Paulo | Estado: SP
CEP: 05508-900 | Telefones: (11) 3091-3509

3. Titulo do Projeto de Pesquisa: Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do
polimorfismo prol98leu na atividade da enzima glutationa peroxidase em uma
populacéo saudavel da cidade de Teresina/PI

4. Duracdo da Pesquisa: 1 semana

5. Nome do pesquisador responsavel: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargo/ Funcéo: Professora Titular | N° do Registro do Conselho Regional: CRN 0621

Instituicdo: Universidade de Sdo Paulo/ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ Departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental

Caro Senhor(a), vimos por meio deste convida-lo a participar como voluntario da pesquisa
intitulada “Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo pro198leu na
atividade da enzima glutationa peroxidase em uma populacdo saudavel da cidade de
Teresina/PI”. Este estudo esta sendo conduzido pela nutricionista e aluna de doutorado em
Ciéncias dos Alimentos, Kaluce Gongalves de Sousa Almondes, sob a orienta¢do da Profa. Dra.
Silvia Maria Franciscato Cozzolino (pesquisadora responsavel pela pesquisa), da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, e da colaboracdo das Profas Dras. Nadir do Nascimento
Nogueira e Dilina do Nascimento Marreiro, do Departamento de Nutricho da UFPI. Sua
participagdo tera duracao estimada de no maximo uma semana e, esta pesquisa € considerada de
risco minimo.

Uma alimentacdo saudavel deve conter todos os nutrientes indispenséaveis ao bom
funcionamento do organismo. Um destes nutrientes é o selénio, um mineral que participa da
estrutura de substancias antioxidantes como a enzima glutationa peroxidase e ajuda a combater a
presenca de substancias ruins ao organismo que levam ao surgimento de doengas crénicas nao
transmissiveis como cancer, diabetes, artrite, doencgas cardiovasculares, respiratérias e mentais. O

selénio pode ser encontrado em alimentos como castanha-do-Brasil, nozes, peixes, carnes
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bovinas e de aves, feijdo, arroz e pao. Por meio desta pesquisa sera possivel verificar as
guantidades desse mineral no sangue e na urina dos participantes e se a alimentacdo esta
adequada. Além disso, sera possivel avaliar o equilibrio entre as substancias boas (glutationa
peroxidase, superoxido dismutase, vitamina E, zinco e cobre) e ruins (malondialdeido, 8-
isoprostanos e 8-oxo-deoxiguanosina) ao corpo e conhecer a capacidade total do seu organismo
em combater estas substancias ruins (capacidade total antioxidante). Além disso, sera possivel
saber se, havendo algum desequilibrio entre estas, isso seria dependente de caracteristicas
individuais como, por exemplo, se o individuo possui algum polimorfismo, ou seja, alguma
alteragdo genética no DNA da enzima que estamos pesquisando que é a glutationa peroxidase 1 e
também a superdxido dismutase 1 e 3. Também serd feita a avaliagdo dos seus niveis de
colesterol. Ao final da pesquisa, os resultados serdo entregues e 0s participantes serdo orientados
guanto a alimentagao.

Durante a pesquisa, sera realizada uma coleta de sangue (20mL) com profissional
habitado que utilizara material estéril. A coleta devera ser realizada antes do café da manha (jejum
de 12 hs) no Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo da UFPI. Além
disso, sera necessario coletar e armazenar toda a urina de um dia inteiro, em um frasco que sera
fornecido. Este frasco deverd ser mantido em geladeira e entregue no mesmo setor quando
terminar de coletar a urina. O participante precisara, ainda, informar sobre sua alimentagéo
anotando tudo o que comeu durante trés dias aleatérios de uma semana, em um formulario que
serd fornecido para que o leve para sua casa. A anotacdo devera ser feita durante dois dias
inteiros do meio da semana e um dia do final da semana. O formulario devera ser entregue no
mesmo dia da entrega da urina. Também serdo feitas medidas de peso, altura e um teste de
bioimpedancia elétrica, que consiste na passagem de uma corrente elétrica de baixa intensidade
pelo seu corpo para avaliacdo da distribuicdo da gordura. Neste teste, o participante permanecera
deitado em uma maca e serdo colocados eletrodos nas maos e nos pés. Sera uma medida rapida,
nao invasiva e normalmente ndo causa dores ou desconfortos, o que dependera da sensibilidade
do participante.

Os desconfortos e riscos da pesquisa sdo minimos. O participante podera sentir tonturas
por estar em jejum para fazer o exame e leve dor devido a picada da agulha durante a coleta do
sangue. Podera também surgir uma mancha um pouco arroxeada no local da picada. Porém, o
exame sera feito, por uma pessoa experiente, e depois da coleta, o participante recebera um
lanche, o que minimizar ainda mais estes riscos ou desconfortos.

Em qualquer etapa do estudo, o participante, seja ele aluno ou funcionério ligado ou ndo
ao Departamento de Nutricdo da UFPI, terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para ter informacgfes sobre a mesma, seja por telefone ou e-mail descritos no final deste termo ou
mesmo pessoalmente durante o periodo das coletas ou ao final das coletas se dirigindo aos
enderecos indicados também no final deste termo. A participacdo no estudo ndo acarretara custos
ao participante e ndo sera disponivel nenhuma compensacéo financeira adicional, porém em caso
de haver gastos com transporte e/ou alimentacéo, e o participante ndo puder pagar, podera ser

oferecida a quantia referente a estes gastos, com recursos proprios do pesquisador. Os resultados
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desta pesquisa serédo divulgados apenas em revistas e congressos cientificos, e 0 nome e
identidade do participante serdo mantidos em segredo. O participante podera desistir do estudo a
qualquer momento, sem nenhum constrangimento, e sem nenhum prejuizo a continuidade dos
seus estudos ou trabalho na universidade.

Caso vocé também permita, suas amostras serdo armazenadas sob minha
responsabilidade no Laboratério de Nutricdo Minerais do Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP e, possivelmente, seréo utilizadas
para novas pesquisas. Se isso for necessario, um novo projeto sera submetido ao Comité de Etica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP e vocé sera consultado antes de iniciarmos
qualquer novo estudo. Em qualquer momento que desejar, manifestando-se por escrito, vocé
podera retirar seu consentimento para que utilizemos o seu material biolégico sem quaisquer
gastos ou prejuizos. E, a partir do momento que finalizemos a pesquisa com suas amostras

armazenadas ou que elas sejam destruidas, vocé sera informado.

AUTORIZAGCAO PARA ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

O seu material biolégico podera ser utilizado para pesquisas incluindo outros minerais,
marcadores de estresse oxidativo, altera¢des genéticas no DNA ou expressao génica relacionados

aos minerais selénio, zinco e cobre.

Vocé permite que a urina, o sangue coletado e o DNA sejam armazenados sob minha
responsabilidade:

( )sim ( )ndo

Escolha uma das opcfes abaixo:

( ) Permito a utilizagdo do meu material biolégico para novas pesquisas sem que haja
necessidade de um novo TCLE

( ) Permito a utilizagdo do meu material biolégico para novas pesquisas mediante um novo
TCLE.

Consentimento Pos-Esclarecido:
Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi

explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Obs: O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE deve ser rubricado em todas as

folhas, pelo sujeito da pesquisa ou responsavel legal e pelo pesquisador responsavel, constando
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as assinaturas na Ultima pagina. Uma via devera ser entregue ao sujeito da pesquisa e outra via

ficara com o pesquisador responsavel que guardara este termo por 5 (cinco) anos.

Sao Paulo,  de de

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do responsavel pela pesquisa

Em caso de dividas sobre esta pesquisa ou se houver intercorréncias clinicas entrar em
contato com:

Silvia Maria Franciscato Cozzolino - responsével pela pesquisa - (11) 3091-3509

Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - doutoranda colaboradora - (11) 6720 3261/(11) 8203
0824

Endereco: Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Bloco 14 - Av.
Prof. Lineu Prestes, 580 — CEP: 05508-900 S&o Paulo - SP

Nadir do Nascimento Nogueira - professora colaboradora - Departamento de Nutricdo da UFPI -
(86) - 3215- 5863

Dilina do Nascimento Marreiro - professora colaboradora - Departamento de Nutricdo da UFPI - -
(86) - 3215- 5863

Enderecgo: Campus Universitario Ministro Petrdnio Portella - Departamento de Nutricdo da UFPI -
Bairro Ininga - Teresina - Pl - CEP: 64049-550

Emails: Silvia Cozzolino - smfcozzo@usp.br; Kaluce Almondes - kaluce@usp.br; Nadir Nogueira -

nadirn@uol.com.br; Dilina Marreiro - dilina.marreiro@gmail.com

Para qualquer questdo, duvida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13A — Butanta
— S&o Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br
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APENDICE II

Ficha Clinica

NeO:
Nome:
Endereco:
Telefone: E-mail:
Data de Nascimento: / / Data da Avaliacao: / /
Idade: Sexo:( )F ()M

Naturalidade:

Qual a origem da sua familia?
() africana ( ) européia () norte - americana
() asiatica () sul —americana

Renda Familiar:
( )<1sM ( )1}|-2SM ( )2|-3SM
( )3-4SM ( )4-5SM ( )>5SM

Vinculo com a UFPI:
( ) Docente ( ) Técnico administrativo ( ) Terceirizado ( ) Discente

Obs.: Se vocé marcou a opgao “docente”, informar ha quanto tempo esta nesta posicgéao:

Obs.: Se vocé marcou a opgao “discente”, informar curso, matricula e periodo:

Escolaridade:

() Analfabeto

() Ensino Fundamental Incompleto ( ) Ensino Fundamental Completo
() Ensino Médio Incompleto () Ensino Médio Completo

() Ensino Superior Incompleto () Ensino Superior Completo

() Pés-graduando - Mestrado ( ) Pés-graduando - Doutorado

Dados clinicos - Antecedentes familiares:

Obesidade: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Hipertensao arterial: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Diabetes mellitus: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Doenca cardiovascular: N&o ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Dislipidemia: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Céancer: Ndo ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Se sim, qual o tipo:

Vocé esta usando algum medicamento no momento? ( ) Sim () Néo
Se sim, qual:




Possui alergia alimentar? SIM ( ) NAO ()

Pratica de exercicio fisico:
N&o ( ) Sim (). Se sim, qual o tipo de exercicio vocé faz:

Quantas vezes por semana:

( )<t ()12 ( )21-3 ( )3|-4

( )4|-5 ( )5|-6 ( )todos os dias

Quanto tempo vocé costuma se exercitar:

( )30min ( )45min ( )1h ( )1h30 ( )2h ( ) >2h

Habito de fumar
( )Sim( )Nao Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo vocé fuma?

Habito de beber
( )Sim( )Nao
Se sim, o que vocé costuma beber?

Quantas vezes por semana:

( )<t ()12 ( )21-3 ( )3|-4

( )4|-5 ( )5]-6 ( )todos os dias

Quantidade que bebe:

( )1lcopo ( ) 2copos( )3copos( )4copos( )5oumais

DADOS ANTROPOMETRICOS

VARIAVEL MEDIDA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3

MEDIA

Peso (Kg)

Estatura (cm)

IMC (Kg/m?)

CC (cm)

Bioimpedancia Medida

Resisténcia

Reactancia

% massa magra

% massa gorda
T™MB

% é&gua corporal
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APENDICE Il

INSTRUCOES QUANTO A OBTENCAO DE URINA DE 24 HORAS

A obtencéo da urina seré realizada em um frasco plastico com capacidade
de 2 litros, sem conservantes, que devera ser mantido SEMPRE em geladeira até

a hora da entrega.
A urina devera ser obtida da seguinte forma:

- pela manh&, ao acordar, o participante ird desprezar a primeira urina, ou
seja, ndo devera guarda-la na garrafa; a partir da segunda urina, todas deverao

ser guardadas na garrafa até a primeira urina do dia seguinte.

DIA DA COLETA: final de semana. Sugestao: comecar no sabado pegando a 2°
urina do dia e todas as outras até a primeira do domingo, ou, comecar no

domingo pegando a 2° urina do dia e terminar com a 1° urina da segunda.
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APENDICE IV

ORIENTACOES SOBRE COMO PREENCHER O REGISTRO ALIMENTAR

Este texto ira esclarecer algumas das suas duvidas sobre como preencher
o registro alimentar de 3 dias.
1- A primeira coisa muito importante € o dia de preencher. E fundamental que
vocé escolha dois dias da semana alternados (de segunda a sexta) que
representem sua dieta habitual. Por exemplo, se vocé for num barzinho na
guarta-feira de ultima hora, € melhor escolher outro dia. No final de semana sei
que é mais dificil fazer sempre a mesma coisa, mas se vocé costuma almocar na
casa da avo aos domingos, seria interessante escolher este dia. Anote o DIA DA
SEMANA na parte superior da folha;

2- Procure anotar o HORARIO certo em que voceé realiza suas refei¢des;

3- Anote na coluna REFEICAO se é café da manha, almoco, lanche, etc...

4- Anote a marca dos alimentos industrializados olhando a embalagem do
produto;

5- Fique atento também para o tipo de preparacao. Por exemplo, hdo anote
apenas “um pedaco de bife” e sim “1/2 bife médio frito”. Sei que é mais chato
fazer assim, mas € importante que eu saiba o tipo de preparagdo porque as

calorias mudam muito de uma pra outra;

6- O mais dificil é estimar o tamanho das porc¢des para colocar na coluna de
MEDIDAS CASEIRAS, mas abaixo ha um quadro com as medidas caseiras
para ajudar. A ideia é vocé anotar assim: “2 colheres de sopa rasa de farofa
pronta” e nao apenas “2 colheres de farofa”. Eu preciso saber qual o tipo de
colher porque a quantidade de alimento varia muito de uma colher de sopa para

uma colher de servir. Isso serve também para 0s copos e xicaras.
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7- Se vocé tiver muita dificuldade em estimar as medidas caseiras, pode anotar o
peso direto. Por exemplo, “1 caixinha de toddynho” pode virar “200ml de
toddynho”. Sem problemas.

8- Nas saladas e verduras vai ser mais dificil anotar com exatiddo as quantidades.
Eu entendo perfeitamente, mesmo porque a nutricdo ndo € uma ciéncia exata.
Normalmente a gente mistura tudo pra ficar gostoso. Nesse caso, anote as
guantidades de todos os ingredientes da salada, e também se é refogada ou

crua.

9- N&o se esqueca de anotar as guloseimas, como balas, chicletes, pirulitos,

etc...

10- N&o desista! Sdo apenas 3 dias!

Quadro de Medidas Caseiras

COLHERES

COPOS E XICARAS

café rasa americano cheio
café cheia americano normal
charasa requeijdo cheio
cha cheia requeijao normal
sobremesa rasa café cheia
sobremesa cheia café normal

sopa rasa chéa cheia

sopa cheia cha normal

arroz ou servir rasa

caneca cheia

arroz ou servir cheia

caneca normal

ESCUMADEIRAS e CONCHAS

PRATOS

pequena rasa

pires de café raso

pequena cheia

pires de café cheio

média rasa

pires de cha raso




média cheia

pires de cha cheio

grande rasa

sobremesa raso

grande cheia

sobremesa cheio

prato raso

prato fundo

tijelinha para sobremesa
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Medidas Caseiras
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Col. cafe
Colher decha

Col. de sobremesa
Colher de sopa

Q:olher de servir P
~N

Medidas Caseiras

Concha pequena
Concha média

\Concha grande

A
a3 .

g ‘-1
j W
\ ,
Wl L

4

café cha

Copo Copo

e americano duplo

A
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ANEXOS



ANEXO |

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P& -Graduacéao

Informacies para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, detrinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arguicdo na forma de dialgo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessédo de defesa ser& aberta ao publico.

4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatirio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacgéo do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora dever& emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Ser& considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pis-
Graduagéao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria- CEP 05508-900 - Sad o Paulo- SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br

103



. . ; ANEXO |1
Plataforma Brasil - Ministério da Saude 104

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo - FCF/ USP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo pro198leu na atividade da
enzima glutationa peroxidase em uma populacao saudavel da cidade de Teresina/PI.

Area Temética:
Pesquisador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino Versédo: 2

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da CAAE:03935412.1.0000.0067
Universidade de Séo Paulo

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 69561
Data da Relatoria: 31/07/2012

Apresentacédo do Projeto:

O selénio (Se), mineral traco essencial na biologia humana, tem sua essencialidade ligada principalmente a sua
participag@o no processo de defesa antioxidante, atuando como selenoproteinas. A concentragdo de selénio
nos alimentos depende do contetdo do mineral no solo o que pode influenciar as concentragdes sanguineas
dos individuos, explicando as diferengas no status do mineral em diferentes paises. A glutationa peroxidase
(GPx), enzima que possui selénio em sua estrutura, faz parte do sistema enzimatico antioxidante e apresenta
como isoforma intracelular citosélica mais abundante a GPx1. A determinacdo da atividade da GPx é uma
forma de avaliacdo do status de Se, mas sua funcionalidade pode ser alterada de acordo com a concentragdo
do mineral no organismo ou pela presenca de polimorfismos genéticos que alteram sua estrutura. Em estudos
de avaliac@o de Se é importante ainda que seja considerado o grau de estresse oxidativo que os individuos
podem estar submetidos, visto que as propriedades antioxidantes do Se s&do exercidas por meio das
selenoproteinas, as quais estao sujeitas a variacdes genéticas. Somado esses fatos a inexisténcia de uma faixa
de referéncia nacional para o status de Se, que dificulta o diagndstico de deficiéncia do mineral em estudos
populacionais brasileiros, este estudo se prop8e a avaliar o estado nutricional relativo ao Se em individuos
saudaveis do municipio de Teresina/Piaui, levando em consideracao fatores que possam influenciar o status do
mineral como o polimorfismo genético da GPx1 e o estresse oxidativo.

Objetivo da Pesquisa:

Pretende-se avaliar o status do mineral selénio em individuos saudaveis do municipio de Teresina, estado do
Piaui.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Trata-se de um estudo observacional, no qual os participantes serdo submetidos a uma avaliagado
antropométrica onde serdo pesados e medidos. Também serdo submetidos a uma avaliacdo de bioimpedéancia
elétrica para avaliagdo da gordura corporal. Ser@o coletados 20 mL de sangue venoso e a urina de 24 horas.
Além disso, deverdo anotar em um diario tudo o que comeu durante trés dias aleatérios de uma semana. A
investigac@o apresenta risco minimo. Os participantes conhecerd@o o seu estado nutricional de selénio, a
possivel alteracdo no DNA das enzimas dependentes de selénio e o seu estado de estresse oxidativo. Terdo
uma avaliacao nutricional e orientagbes sobre a dieta e receberdo um relatério dos resultados ao fim da
pesquisa.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

N&o é um estudo multicéntrico. N&o havera envio de material biol6gico para o exterior, nem esta previsto o
armazenamento das amostras de sangue coletadas visando formacgéo de banco de material biolégico. O
processo de recrutamento e sele¢do dos participantes foi descrito.



Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria: 105

As exigéncias foram atendidas.

Recomendacgdes:

Todas as recomendac¢@es foram atendidas. O projeto encontra-se em condi¢cfes de ser aprovado.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O protocolo pode ser aprovado.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP/FCF aprovou o presente projeto em reunido de 31 de julho de 2012.

Na data de emissao desse parecer estava pendente (1) parecer de instituicdes
coparticipantes.

SAO PAULO, 08 de Agosto de 2012

Assinado por:
Mariza Landgraf
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FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA g%":woﬂ S
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo pro198leu na
atividade da enzima glutationa peroxidase em uma populacdo saudavel da cidade de
Teresina/Pl.

Pesquisador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 03935412.1.0000.0067

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 158.233
Data da Relatoria: 26/11/2012

Apresentacéo do Projeto:

O selénio (Se) é um mineral traco essencial na biologia humana. Participa no processo de defesa
antioxidante atuando como selenoproteinas. A concentracdo de selénio nos alimentos depende do contetido
do mineral no solo o que pode influenciar as concentra¢gfes sanguineas dos individuos, explicando as
diferengas no status do mineral em diferentes paises. A glutationa peroxidase (GPx), enzima que possui
selénio em sua estrutura, faz parte do sistema enzimatico antioxidante e apresenta como isoforma
intracelular citosélica mais abundante a GPx1. A determina¢do da atividade da GPx é uma forma de
avaliacédo do status de Se, mas sua funcionalidade pode ser alterada de acordo com a concentracdo do
mineral no organismo ou pela presenca de polimorfismos genéticos que alteram sua estrutura. Em estudos
de avaliacao de Se é importante que sejam considerados o grau de estresse oxidativo que os individuos
podem estar submetidos, visto que as propriedades antioxidantes do Se sdo exercidas por meio das
selenoproteinas, as quais estdo sujeitas a variagdes genéticas. A inexisténcia de uma faixa de referéncia
nacional para o status de Se dificulta o diagndstico de deficiéncia do mineral em estudos populacionais
brasileiros.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo prol198leu na atividade da
enzima glutationa peroxidase em uma populagédo saudavel da cidade de Teresina/PI.

Endereco: Av.Prof° Lineu Prestes, n° 580 - Bloco 17 -

Bairro: superior - Butanta CEP: 05.508-900

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-3785 Fax: (11)3091-3677 E-mail: cepfcf@usp.br
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Esta prevista a participacdo de 300 individuos saudéveis selecionados na Universidade Federal do Piaui
(UFPI), entre alunos, funcionarios e visitantes. Os participantes serdo submetidos a uma coleta de 20mL de
sangue em jejum. A urina devera ser coletada durante 24 horas para determinagédo de Se, Zn, Cu nos
compartimentos biolégicos, marcadores de estresse oxidativo e de polimorfismos das enzimas
antioxidantes. Sera realizada avaliagdo antropométrica na qual seréo pesados e medidos, e também serdo
submetidos a uma avaliacdo de bioimpedancia elétrica para afericdo da gordura corporal. Uma avaliagéo
dietética (trés registros alimentares) serd realizada para obtencao de informacdes sobre o consumo
alimentar de Se, Zn, Cu, ¢-tocoferol e macronutrientes. O risco € minimo e os participantes conhecerédo o
seu estado nutricional de selénio, a possivel alteracdo no DNA das enzimas dependentes de selénio e o seu
estado de estresse oxidativo. Terdo uma avaliagcdo nutricional e orientacfes sobre a dieta e receberdo um
relatério dos resultados ao final da pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
N&o é um estudo multicéntrico. Nao havera envio de material biolégico para o exterior. Est4 previsto o
armazenamento das amostras visando formac¢do de banco de material bioldgico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
O projeto foi alterado e o TCLE foi reelaborado. As exigéncias éticas foram atendidas.

Recomendacgdes:
Nenhuma recomendacao se faz necessaria.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto encontra-se em condi¢fes de ser aprovado.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP/FCF em reunido de 26/11/12 aprovou o adendo referente ao presente estudo.

Endereco: Av.Prof° Lineu Prestes, n° 580 - Bloco 17 -

Bairro: superior - Butanta CEP: 05.508-900
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SAO PAULO, 29 de Novembro de 2012

Assinador por:

Cristina Helena dos Reis Serra
(Coordenador)
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ANEXO IV

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA- CEP

Oficio N° 06/2012 — CEP/UFPI

Teresina, 01 de Agosto de 2012.

DO: Comité de Etica em Pesquisa da UFPI
AO: Comité de Etica em Pesquisa da USP

Senhor Coordenador,

Tendo em vista que o estudo intitulado: “ Estado nutricional relativo ao selénio e a

influéncia do polimorfismo pro198leu na atividade da enzima glutationa peroxidase -

em uma populagao saudavel da cidade de Teresina/Pl.”, foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da USP, e a aluna, assim como a pesquisadora
responsavel, ndo possuem vinculo com a Universidade Federal do Piaui, informo
que ndo ha necessidade de apreciacéo do referido projeto por este Comité.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI - Campus Universitdrio Ministro Petronio Portella - Centro de Convivéncia L09e 10
Bairro Ininga - 64.049-550 - Teresina - PI Tel: 0 xx 86 3215-5734 — email: cep.ufpi@ufpi.br — web: www.ufpi.br/cep
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Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Kaluce Gongalves de Sousa Almondes)

ANEXOV
Kaluce Gongalves de Sousa Almondes
Bolsista de Doutorado do CNPq

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/6889770722928265
Ultima atualizagdo do curriculo em 05/05/2014

Doutoranda em Ciéncias dos Alimentos pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
Mestre em Ciéncias dos Alimentos pela mesma Faculdade. Atua principalmente nos seguintes
temas: estado nutricional relativo ao selénio, estresse oxidativo e polimorfismo da enzima glutationa
peroxidase 1. Possui experiéncia na avaliacao do estado nutricional relativo ao zinco e cobre em
populacoes. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Kaluce Gongalves de Sousa Almondes

Nome em citagoes bibliograficas ALMONDES, K. G. S.;ALMONDES, KALUCE GONCALVES DE SOUSA;DE SOUSA
ALMONDES, KALUCE GONCALVES

Endereco

Formacao académica/titulacao

2012 Doutorado em andamento em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Estado nutricional relativo ao selénio e sua relagdo com o polimorfismo
pro198leu da enzima GPx1 emuma populacdo saudavel da cidade de
Teresina/PI,

Orientador: @' Silvia Maria Franciscato Cozzolino.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
CNPq, Brasil.

2009 - 2011 Mestrado em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: ESTADO NUTRICIONAL RELATIVO AO SELENIO EM PACIENTES NA FASE
DE POS-TRATAMENTO DA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA E SUA RELACAO COM
O ESTRESSE OXIDATIVO,Ano de Obtencdo: 2011.

Orientador: @ Profa. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino.
Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo,
FAPESP, Brasil.

2003 - 2008 Graduagao em Nutrigdo.
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Formacao Complementar

2013 - 2013 Principios de Biologia Molecular. (Carga horaria: 16h).
Life Tecnologies.

2013 - 2013 A importancia de primers bem desenhados para a PCR. (Carga horaria: 8h).
Life Tecnologies.

2013 - 2013 Fundamentos da PCR Quantitativa em tempo real. (Carga horaria: 20h).
Life Tecnologies.

http://buscatextual .cnpq.br/buscatextual visualizacv.do?metodo=apresentar &d=K4221918H2
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2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2012 - 2012

2011 - 2011

2008 - 2008

2008 - 2008

2005 - 2008

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2005

2005 - 2005

1999 - 2001

Atuacao Profissional

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Kaluce Gongalves de Sousa Almondes)

Genotipagem de SNPs. (Carga horaria: 16h).

Life Tecnologies.

Quantificacdo da Expressao Génica. (Carga horaria: 16h).

Life Tecnologies.

Curso de bioestatistica. (Carga horaria: 7h).

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP.

Métodos Estatisticos Multivariados. (Carga horaria: 16h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

MINI-CURSO ESTATISTICA APLICADA A NUTRICAO. (Carga horéria: 27h).
Sociedade Brasileira de Alimentagao e Nutricdo.

Bioestatistica. (Carga horaria: 12h).

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

Extensao universitaria em Monitoria da Disciplina Nutricdo Experimental. (Carga
horaria: 192h).

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Pacote Estatistico STATA. (Carga horaria: 20h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Extensdo Continuada em Lingua Inglesa. (Carga horaria: 270h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Extensdo universitaria em Monitoria da Disciplina Nutricdo Experimental. (Carga
horaria: 192h).

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Sustentabilidade dos Projetos de Cooperagao. (Carga horaria: 56h).
Universita degli Studi di Padova.

Estagio Extracurricular no Lar da Crianca. (Carga horaria: 320h).
Secretaria de Acao Social e Cidadania.

Extensdo universitaria em Monitoria da Disciplina Fisiologia Para Nutricdo.
(Carga horaria: 192h).

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Curso Sobre Pesquisa Cientifica. (Carga horaria: 12h).

Associacdo Brasileira de Enfermagem.

Curso de Habilitagdo Profissional para Magistério. (Carga horaria: 3330h).
Colegio Eden.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2012 - Atual

Vinculo institucional

2009 - 2011

Vinculo: Bolsista - doutorado, Enquadramento Funcional: aluno, Regime:
Dedicacao exclusiva.

Vinculo: Boslsista mestrado, Enquadramento Funcional: aluno, Regime:
Dedicacdo exclusiva.

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Vinculo institucional

2003 - 2008

Projetos de pesquisa

2012 - Atual

Vinculo: aluno, Enquadramento Funcional: aluno, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Estado nutricional relativo ao selénio e sua relagdo com o polimorfismo
pro198leu da enzima GPx1 emuma populacdo saudavel da cidade de
Teresina/P1

Situacdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

http://buscatextual .cnpq.br/buscatextual visualizacv.do?metodo=apresentar &d=K4221918H2
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2009 - 2011

2008 - 2008

2007 - 2008

2007 - 2008

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Kaluce Gongalves de Sousa Almondes)

Alunos envolvidos: Doutorado: (1) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Coordenador.

Estado Nutricional relativo ao selénio e sua relacdo com estresse oxidativo de
pacientes no pds-tratamento da leucemia linféide aguda

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Silvia Maria
Franciscato Cozzolino - Coordenador.

Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo -
Bolsa / Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - Auxilio
financeiro.

Monitoracdo de Propaganda e Publiciade de Produtos Sujeitos a Vigilancia
Sanitaria Fase III

Descricdo: Este projeto visava a monitoracao de propaganda de alimentos,
medicamentos e produtos para a saude, no intuito de verificar se a mesma esta
de acordo com as legislagdes vigentes..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (5) / Mestrado académico: (0) / Mestrado
profissional: (1) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Coordenador / Heila D. S.
P. Aguiar - Integrante / Maria S. C. Ferreira - Integrante / Tatiane Leocadio
Temodteo - Integrante / Camila Calado Lima - Integrante / Julio César Dias
Castro - Integrante.

Financiador(es): Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Cooperacéo /
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura - Auxilio
financeiro.

Diagnéstico de Desnutricdo Energético Protéica e da Deficiéncia de
Micronutrientes em Escolares da Rede Publica de Ensino do Municipio de
Teresina-PI

Descricdo: Neste projeto realizou-se um questionario de freqiiéncia de consumo
alimentar, teste para diagndstico de anemia (método da
cianometahemoglobina) e avaliagdo antropométrica, maturacdo sexual e
habitos saudaveis..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado profissional: (4) / Doutorado: (3)

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Apolonia
Maria Tavares Nogueira - Integrante / Gednia de Sousa Paes Lima - Integrante
/ Clélia de Moura Fé Campos - Integrante / Maria Rosalia Ribeiro Brandim -
Integrante / Regilda Saraiva dos Reis Moreira Aradjo - Integrante / Alexsandra
Hermelina Carvalho - Integrante / Cecilia M. R. G. Carvalho - Integrante / Nadir
N. Nogueira - Coordenador / Dilina N. Marreiro - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - Auxilio financeiro.

Numero de producdes C, T & A: 1

Determinacdo do estado nutricional relativo ao zinco e da atividade da enzima
superoxido dismutase em pacientes portadores de doenca inflamatoéria
intestinal

Descrigao: Este projeto visava avaliar o estado nutricional relativo ao zinco de
pacientes com doengca inflamatdria intestinal, bem como a atividade da enzima
superdxido dismutase. Alémdisso, ainda foi avaliado o consumo alimentar e
adequacdo de energia, macronutrientes e zinco, segundo as DRI's (2001), e os
indices antropométricos como IMC, PCT, CB e CMB..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (1) / Doutorado: (4) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Semiramis
Jamil Hadad do Monte - Integrante / José Miguel Luz Parente - Integrante /
Nadir N. Nogueira - Coordenador / Dilina N. Marreiro - Integrante.

http://buscatextual .cnpq.br/buscatextual visualizacv.do?metodo=apresentar &d=K4221918H2
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2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2006

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Kaluce Gongalves de Sousa Almondes)

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - Bolsa.

Tecnologia de hortas para a melhoria da seguranca alimentar em distritos
selecionados de Teresina no Estado do Piaui (Brasil)

Descricdo: Neste projeto foram desenvolvidas atividades na ares de
alimentagdo e nutricdo para as familias da comunidade Socopo, Teresina-PI.
Situagdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (5) / Especializagdo: (0) / Mestrado académico:
(0) / Mestrado profissional: (2) / Doutorado: (2) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Marize Melo
dos Santos - Coordenador / Isabel Caroline S de Sousa - Integrante / Ivonete
Moura Campelo - Integrante / Nayana Valéria Veras - Integrante / Clélia de
Moura Fé Campos - Integrante / Maria Alice Paulino Mota de Alencar -
Integrante / Livia Oliveira da Silva - Integrante / Rayssa Oliveira Amorim de Sa
- Integrante.

Financiador(es): Universidade Federal do Piaui - Cooperacgdo / Fundacao
Cultural e de Fomento a Pesquisa, Ensino e Extensdo - Cooperacgao / Fundagao
Padre Antonio Dante Civiero - Cooperacgdo / Prefeitura Municipal de Teresina -
Cooperacdo / Universidade de Padova - Auxilio financeiro.

Primeiro Monitoramento Oficial da Norma Brasileira de Comercializacdo de
Alimentos para Lactentes e Criangas de Primeira Infancia, Mamadeira, Bico e
Chupeta - NBCAL

Descricdo: O objetivo geral do projeto foi avaliar a adequagao da promocao
comercial dos alimentos para lactentes e criangas na primeira infancia, bicos,
mamadeiras e chupetas, realizadas nas mais diversas midias e expostas em
diversos locais..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (3) / Especializagdo: (0) / Mestrado académico:
(1) / Mestrado profissional: (1) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Maria do
Socorro Cordeiro Ferreira - Coordenador / Heila Dias de Sousa Pinho Aguiar -
Integrante / José de Sousa Lima Neto - Integrante / Thissiane Marla Alves
Cavalcante - Integrante.

Financiador(es): Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Auxilio financeiro /
Ministério da Saude - Auxilio financeiro.

NUmero de produgbes C, T& A: 1

Monitoramento de Propaganda de Produtos Sujeitos a Vigiléncia Sanitaria -
Fase II

Descricdo: Este projeto visava a monitoracao de propaganda de alimentos,
medicamentos e produtos para a salde, no intuito de verificar se a mesma esta
de acordo com as legislacdes vigentes..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (1) / Especializagdo: (4) / Mestrado académico:
(1) / Mestrado profissional: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Maria do
Socorro Cordeiro Ferreira - Coordenador / Heila Dias de Sousa Pinho Aguiar -
Integrante / José de Sousa Lima Neto - Integrante / Thissiane Marla Alves
Cavalcante - Integrante / Marcela Rosado Drumond - Integrante / Naiguel
Castelo Branco Silva - Integrante / Alline Vieira dos Santos Costa - Integrante /
Lidianne Mayra Lopes Campélo - Integrante / Nadir N. Nogueira - Integrante.
Financiador(es): Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria - Auxilio financeiro /
Ministério da Saude - Auxilio financeiro.

Assisténcia Domiciliar na Perspectiva da Qualidade da Satide e Nutricdo das
Familias da Vila do Avido do Programa de Sautide da Familia do Municipio de
Teresina-PI

Descricdo: O objetivo geral deste projeto foi desenvolver um Programa de
Educagao Nutricional para as Familias atendidas pelo Programa Salde da
Familia da Vila do Avido de Teresina, com base na situacdo de salde e nutricdo
identificadas. .

Situacao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

http://buscatextual .cnpq.br/buscatextual visualizacv.do?metodo=apresentar &d=K4221918H2
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Alunos envolvidos: Graduacao: (8) / Especializacdo: (0) / Mestrado académico: 114
(0) / Mestrado profissional: (2) / Doutorado: (2) .

Integrantes: Kaluce Gongalves de Sousa Almondes - Integrante / Shirlane de
Sousa Rodrigues - Integrante / Marize Melo dos Santos - Coordenador / Cecilia
Maria Concalves Resende - Integrante / Apolonia Maria Tavares Nogueira -
Integrante / Geania de Sousa Paes Lima - Integrante / Nayara Batista de
Araujo - Integrante / Heila Dias de Sousa Pinho Aguiar - Integrante / Patricia
Ledo - Integrante / Linard e Silva Martins - Integrante / Isabel Caroline S de
Sousa - Integrante / Nayara Valéria Veras - Integrante.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - Cooperacao / Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Piaui
- Auxilio financeiro / Ministério da Saude - Cooperacao / Universidade Federal
do Piaui - Cooperacao.

Revisor de periddico
2010 - Atual Periddico: Revista da Associacdo Médica Brasileira (1992. Impresso)

Areas de atuacao

Producdes
Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por

[ Ordem Cronolégica V]

1. ALMONDES, KALUCE GONCALVES DE SOUSA ; OLIVEIRA, TIAGO FRANCO DE ; SIVIERO-MIACHON,
ADRIANA APARECIDA ; LEE, MARIA LUCIA DE MARTINO ; Rondd, Patricia Helen de Carvalho ; LOUREIRO, ANA PAULA
DE MELO ; SPINOLA-CASTRO, ANGELA MARIA ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato . Selenium inadequacy is not
associated with oxidative stress in child and adolescent acute lymphocytic leukemia survivors. Nutrition (Burbank, Los
Angeles County, Calif.) Jcr, v. 30, p. 563-568, 2014.

Citagbes: SCLZPUS 2

2. BRITO, J. A. ; MARREIRO, Dilina Do Nascimento ; MOITA NETO, J. M. ; SILVA, D. M. C. E. ; ALMONDES, K. G.S. ;
VALADARES NETO, J. D. ; NOGUEIRA, Nadir Do Nascimento . Enzyme activity of superoxide dismutase and zincemia in
women with preeclampsia. Nutricion Hospitalaria ICR, v. 28, p. 486-490, 2013.

3. Ferro, FIA via Ennes Dourado ; Sousa Lima, Vanessa Batista ; Soares, Nina Rosa Mello ; ALMONDES, K. G.
S. ; Pires, Liliane Viana ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato ; Nascimento Marreiro, Dilina . Parameters of Metabolic
Syndrome and Its Relationship with Zincemia and Activities of Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase in
Obese Women. Biological Trace Element Research IR, v. 143, p. 787-793, 2011.

Citagbes: WEE OF SOENCE™ 4 | SCGPUS 4

4. iy ALMONDES, K. G. S. ; Leal, Greisse Viero da Silva ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato ; Philippi, Sonia
Tucunduva ; Rondo, Patricia Helen de Carvalho . O papel das selenoproteinas no cancer. Revista da Associacdo Médica
Brasileira (1992. Impresso) ICR, v. 56, p. 484-488, 2010.

Citagdes: WEE oF SOENCE™ 7 | SaELD 1 | SCGPUS 10

5. ALMONDES, KALUCE GONCALVES DE SOUSA ; SIVIERO-MIACHON, ADRIANA APARECIDA ; SPINOLA-
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38. p. 1-475.
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Nutricdo Esportiva. 2009. (Congresso). 119

11. Perspectivas em Nutricdo na Era Pds-Genoma. 2009. (Simpdsio).

12. Pipetas - InformagGes e Cuidados Gerais. 2009. (Outra).

13. Workshop latino-americano; AcGes e oportunidades na area de fortificacdo de alimentos. 2009. (Outra).
14. 1 Congresso Materno-Infantil e Adolescente. 2008. (Congresso).

15. Workshop: O Melhor Remédio € a Informagao.Monitorando a Saude. 2008. (Outra).

16. 90 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e Nutrigdo - SBAN. 2007. (Congresso).
17. 1V Simpdsio Piauiense de Saude e Nutricdo. 2007. (Simpdsio).

18. III Conferéncia Estadual de Seguranca Alimentar e Nutricional. 2007. (Encontro).

19. Reunido de Apresentacdo dos Resultados do 1° Monitoramento Oficial da Norma Brasileira de Comercializagdo de
Alimentos para Lactentes e Criangas na Primeira Infancia, Mamadeira, Bicos e Chupetas - NBCAL. 2007. (Encontro).

20. VII Congresso Norte-Nordeste de nutricdo Parenteral e Enteral, VII Congresso Norte-Nordeste de Nutrigdo
Clinica, I Simpdsio de Nutricdo em Pediatria e I Simpdsio de Nutricdo Esportiva.. 2006. (Congresso).

21. 30 Seminario de Iniciacdo a Pesquisa Cientifica. 2006. (Seminario).
22. T Jornada de Iniciacdo Cientifica e I Mostra de Pesquisa da Pds-Graduacdo. 2006. (Oficina).

23. 1Jornada de Iniciacdo Cientifica I Mostra de Pesquisa da P6s-Graduagdo. Monitoramento da Norma Brasileira de
Comercializacdo de Alimentos para Lactentes e Criancas de Primeira Infancia, Bicos , Chupetas e Mamdeiras em
Diversos Estabelecimentos de Teresina-PI. 2006. (Outra).

24. TIII Simpdsio Piauiense de Salde, Alimentacdo e Nutricdo. 2005. (Simpdsio).
25. Workshop de Nutrigdo. 2005. (Outra).
26. Acdo Global. 2005. (Outra).

27. Seminario: Saude em Pauta - A Interdisciplinaridade em Busca do Equilibrio Nutricional. 2004. (Seminario).

Organizacdao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. ALMONDES, K. G. S. ; AGUIAR, H. D. S. P. ; DRUMOND, Marcela Rosado ; TEMOTEO, T. L. ; LIMA, C. C. ;
CASTRO, J. C. D. ; FERREIRA, M. S. C. . Workshop: O melhor remédio é a informagdo. 2008. (Outro).
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RG-2.211.665 - PI
Estado do Piaui
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Nutricionista - Universidade Federal do Piaui - Piaui - Brasil - 2008
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Nutricdo Experimental
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FBA;SZQ' Fisiologia da Nutri¢&o | 16/04/2012  27/05/2012 90 100 N  Concluida
HEP5762- Estatistica ndo Paramétrica (Faculdade
5/2 de Saude Publica - Universidade de 22/05/2012  03/07/2012 60 100 N  Concluida
Sé&o Paulo)
Fundamentos da Biologia Molecular
NHAS705- Aplicados a Nutrigdo Humana (Curso — yg,550015  01/07/2012 60 90 N  Concluida
2/4 Interunidades: Nutricdo Humana
Aplicada - Universidade de Sao Paulo)
HEP5743- Modelos de Regressé&o Aplicados em
62 Epidemiologia | (Faculdade de Saude 14/08/2012  18/09/2012 60 100 N  Concluida
Publica - Universidade de Sao Paulo)
FBA5751- Minerais em Nutrigao: Distribuicao
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412 Epidemiologia Il (Faculdade de Saude 25/09/2012  06/11/2012 60 100 N  Concluida
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11 . . ~
Universidade de S&o Paulo)
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