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RESUMO

ROCHA, A.V. Status de selénio de uma populacdo residente em area de risco de
contaminagdo por mercurio. Influéncia de polimorfismos e acdo sobre o estresse
oxidativo. 2015. 133f. (Tese de Doutorado), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF),
Universidade de S&o Paulo (USP). 2015.

Estudos apontam que a regido Amazodnica apresenta concentracdes significativas de selénio
nos solos e que, por isso, a populacdo ndo estaria susceptivel a deficiéncia desse mineral. Em
contrapartida, a regido também apresenta dados de concentracGes elevadas de mercurio nos
solos e rios, entretanto, a populacdo ndo apresenta sinais clinicos evidentes de contaminacéo.
Acredita-se que o selénio, um mineral antioxidante, possa ser um possivel colaborador para a
aparente tolerancia ao mercurio, pois uma das acdes desse mineral é a de destoxificar o
organismo contra metais toxicos. Dependendo das concentracdes no organismo, 0 mercurio
pode potencializar a geracdo das espécies reativas de oxigénio e, dessa forma, as defesas
antioxidantes intrinsecas das células podem ser prejudicadas, resultando na condicdo
conhecida por estresse oxidativo. A contaminacdo por mercurio pode, ainda, comprometer a
salde tanto das mulheres quanto das criancas, pois esse metal, na forma de metilmercdrio,
pode atravessar a barreira placentaria e se concentrar, principalmente, no cérebro do feto.
Aliado a isso, a presenca de polimorfismos em certos genes podem alterar a expressao de
enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase 1, que é dependente de selénio, assim
como da glutationa S-transferase, que atua na destoxificacdo do mercurio no organismo.
Varios estudos apresentam dados de concentracGes de mercudrio em ribeirinhos da Amazonia,
no entanto, resultados referentes as concentracdes de selénio, ao estresse oxidativo e a
polimorfismos genéticos na populacdo da area urbana sdo raros. Diante disso, este estudo
objetivou avaliar o estado nutricional relativo ao selénio, concentracdes de merculrio e a
possivel relacdo desses parametros com o estresse oxidativo e os polimorfimos Pro198Leu (rs
1050450) no gene da glutationa peroxidase 1 e GSTM1 no gene da glutationa S-transferase
em mulheres em idade fértil residentes em area de risco de exposicdo ao mercurio, da cidade
de Porto Velho (RO). As voluntérias foram avaliadas por meio de medidas antropométricas
(peso, estatura e circunferéncia da cintura) e aplicou-se o registro alimentar para avaliacdo do
consumo alimentar. Realizou-se uma coleta de sangue para analise de selénio, atividade da
enzima glutationa peroxidase, marcadores de estresse oxidativo e polimorfismos genéticos. O
selénio foi determinado por espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos
acoplados a cela de quartzo (HGQTAAS). Para analise de mercurio, foi coletada uma amostra
do cabelo das voluntarias, sendo sua concentracdo determinada pelo método de
espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio (CV AAS). Para avaliar o
estresse oxidativo foram determinadas: a concentra¢do plasmatica de Malondialdeido (MDA)
e a Capacidade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio (ORAC). Participaram do estudo 200
mulheres com idade entre 19 e 50 anos. A ingestdo alimentar média de selénio foi de 49,3 £
19,2 pg/dia e a prevaléncia de ingestdo inadequada foi de 40,9%. As concentracdes médias do
mineral no plasma e nos eritrocitos foram, respectivamente, 49,8 + 18,6 pg/L e 75,4 + 29,9
ug/L. A atividade média da glutationa peroxidase foi de 45,1+ 19,4 U/g Hb. A concentracdo
médiade mercario nos cabelos foi de625+ 766 ng g*. Ao avaliar a presenca do SNP
Prol198Leu, observou-se que 56,7% das participantes apresentaram genotipo selvagem, 36,8%
heterozigotos e 6,8% homoizgotos para leucina. Quanto ao polimorfismo de delecdo GSTM1,
42,5% das voluntarias apresentaram o gendtipo nulo ou deletado, ou seja, relacionado a
auséncia de expressdo da glutationa S-transferase. Esses resultados permitem concluir que a
maioria das participantes apresentou estado nutricional deficiente em relacdo ao selénio.
Apesar disso, tanto a atividade enzimatica da glutationa peroxidase, como os biomarcadores



do estresse oxidativo ndo sofreram interferéncia desta deficiéncia. O polimorfismo
Pro198Leu, também ndo interferiu no status de selénio e no estresse oxidativo. Quanto a
avaliacdo do polimorfismo GSTM1, o gendtipo nulo ou deletado também ndo mostrou
associagao com as concentrac@es de mercurio e o estresse oxidativo.

Palavras-chave: selénio, estresse oxidativo, polimorfismo genético e mercdrio.



ABSTRACT

ROCHA, A.V. Selenium status of a population living in a mercury contamination risk
area. Influence of polymorphisms and action on oxidative stress. 2015. 133f. (Tese de
Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo,
2015.

Studies have shown that the Amazon region has significant concentrations of selenium in
soils and therefore, the population is not susceptible to deficiency of this mineral. However,
the region also presents data from high levels of mercury in soils and rivers, however, the
population has no obvious clinical signs of contamination. It is believed that selenium, an
antioxidant mineral may be a possible contributor to the apparent tolerance because of its
actions in the detoxification of the body from toxic metals. Depending on the concentrations
in the body, mercury can increase the generation of reactive oxygen species and thus the
intrinsic antioxidant defenses of cells can be damaged, resulting in the condition known as
oxidative stress. The mercury contamination may also compromise the health of both women
and children, since this metal in the form of methylmercury can cross the placental barrier and
concentrate mainly in the fetal brain. In addition, the presence of genetic polymorphisms can
alter the expression of antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase 1, which is
selenium dependent, as well as glutathione S-transferase, which can be responsible for the
mercury detoxification in the body. Several studies have shown mercury levels of riverine
people from Amazon, however, results regarding selenium concentrations, oxidative stress
and polymorphisms in the urban population are area. Thus, this study aimed to evaluate
selenium status, mercury levels and the possible relationship of these with oxidative stress and
genetic polymorphisms Prol98Leu (rs 1050450) in glutathione peroxidase 1 gene and
GSTML in the glutathione S-transferase gene in women living in mercury exposure risk area,
from the city of Porto Velho (RO). The of the volunteers was assessed using anthropometric
measurements (weight, height and waist circumference) and evaluation of food consumption,
by the food record. Blood samples were collected for selenium analysis, glutathione
peroxidase enzyme’s activity, oxidative stress and genetic polymorphisms. Selenium was
determined by hydride generation quartz tube atomic absorption spectroscopy (HGQT AAS).
For mercury analysis, a hair sample of volunteers was collected, and its concentration was
determined by atomic absorption spectrometry method with cold vapor (CV AAS). To
evaluate oxidative stress plasma concentrations of malondialdehyde (MDA) and Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC) were determined We enrolled 200 volunteers aged
between 19 and 50. The average of selenium intake was 49,3 + 19,2 pg/day and the
prevalence of inadequate intake was 40,9%. Mean selenium concentration on plasma and
erythrocytes were respectively 49,8 + 18,6 pg/L and 75,4 + 29,9 ug/L. Glutathione
peroxidase showed mean activity of 45,1 + 19,4 U/g Hb and mercury levels of 625 + 766 ng g’
! Evaluating the presence of the SNP Pro198Leu, it was observed that 56,7% of the were
participants had wild type genotype, 36,8% heterozygous and 6,8% were homozygous for
leucine. For the GSTM1 null deletion polymorphism, 42,5% of the volunteers had a null
genotype, ie, do not express the enzyme glutathione S-transferase. These results indicate that
the majority of participants had selenium deficiency in plasma and erythrocytes. Nevertheless,
most of them had adequate activity of glutathione peroxidase. There was no association
between selenium concentrations and the biomarkers used to assess oxidative stress. The
Pro198Leu polymorphism did not interfere in selenium concentrations, as well as in the
oxidative stress. The evaluation of GSTM1 polymorphism had no association with mercury
levels and oxidative stress.

Keywords: selenium, oxidative stress, polymorphisms and mercury.
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1. INTRODUCAO

O selénio (Se) € um mineral traco essencial para a biologia humana e esta
essencialidade foi reconhecida em 1979, apesar deste elemento ter sido descoberto em 1817.
Dentre as fungfes atribuidas a este mineral, destacam-se a fungdo antioxidante e protecdo
contra acdo nociva de metais toxicos, além de atuar em nivel de sistema imunoldgico
(NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-MARTINEZ, 2000; REILLY, 1996). A funcdo
antioxidante esta relacionada as selenoproteinas como a P e as glutationas peroxidases (GPx)
que séo dependentes de Se (HSIEH et al., 2006). As GPx sdo selenoproteinas encontradas em
todos os tecidos de mamiferos em que ha processos oxidativos, cuja acéo é reduzir a produgéo
de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) contribuindo para a protecdo das macromoléculas e
membranas do organismo contra a oxidacdo (GONZAGA et al., 2005).

O homem obtém Se por meio da alimentacdo (REILLY, 1996, FAVARO et al., 2000;
GONZAGA, 2002; THOMSON, 2006) e a quantidade do mineral presente nos alimentos
reflete a concentracdo do solo, sendo essa distribuicdo heterogénea, ou seja, um alimento da
mesma espécie proveniente de areas distintas pode apresentar concentracdes de Se diferentes
(AMOUROUX et al., 2001; MARTENS e COZZOLINO, 2012). No Brasil, Cozzolino et al.
(2007) evidenciaram que feijOes produzidos no estado de S& Paulo tinham menores
concentragdes de Se (0,016 ug de Se/g) quando comparados aos feijoes do Ceara (1,2 pg de
Selg).

Dessa forma, pode-se supor que as regifes norte e nordeste apresentam maiores
concentracdes de Se no solo enquanto as regides centro-oeste e sudeste tendem a apresentar
concentragdes menores, indicando maior risco de desenvolvimento da deficiéncia do mineral
nas duas ultimas regides (COZZOLINO et al., 2007; MARTENS e COZZOLINO, 2012). A
regido norte, além de ser considerada uma das areas com solos mais ricos em Se, também
apresenta de forma abundante o alimento considerado a melhor fonte do mineral, a castanha-
do-brasil (Bertholletia excelsa) (ROCHA et al., 2014).

Um estudo realizado por Gonzaga (2002) avaliou o estado nutricional relativo ao Se
em 41 criancas de Macapa (AP) e de Belém (PA), de acordo com os resultados as criangas
avaliadas ndo apresentaram deficiéncia em Se.

Rocha et al. (2014) também avaliaram criangas da regido norte em duas localidades
ribeirinhas da cidade de Porto Velho (RO), obtendo um total de 42 participantes. As criancas
ribeirinhas de Demarcagdo apresentaram concentracdes plasméticas de Se abaixo da



19

referéncia para a faixa etéria, enquanto as crian¢as da segunda localidade, Gleba do Rio Preto,
apresentaram concentragdes elevadas, constituindo risco de toxicidade.

Bortoli (2010), avaliou 55 mulheres de uma comunidade ribeirinha de Manaus (AM)
denominada de Novo Airdo e observou gque a média de Se plasmatico e eritrocitario estava
dos valores da normalidade.

Com base nesses estudos, observa-se que ndo € possivel estabelecer um diagndstico
preciso sobre o status de Se na regido norte, sendo necessarios mais estudos, principalmente
com a populacdo das cidades.

Em contrapartida a suposi¢ao que a regido norte ou amazonica pode ter solos ricos em
Se, a mesma também é considerada uma area de risco de exposi¢do ao mercurio (Hg), um
metal toxico que ndo exerce funcdo bioldgica. Segundo Fadini e Jardim (2001), esta
contaminacdo é devida aos processos naturais e antropicos.

Alguns autores sugerem que a populacdo da Amazonia apresenta a mais alta exposigéo
ao Hg relatada no mundo, e isso pode exigir um aumento da quantidade de Se no organismo
na tentativa de compensar tanto o estresse oxidativo quanto os efeitos toxicos provocados pelo
metal, bem como para manter a atividade ideais de enzimas antioxidantes (FORDY CE, 2005;
RAYMAN, 2008; LEMIRE et al., 2010; PASSOS; MERGLER, 2008).

Diante desse cenario, este projeto avaliou o estado nutricional relativo ao Se,
concentracOes de Hg, estresse oxidativo e a presenca dos polimorfismos genéticos Pro198Leu
no gene da GPx e GSTM1 no gene da glutationa S-transferase (GST) de mulheres residentes
na cidade de Porto Velho (RO). Vale mencionar que estudos sobre o Se sdo inexistentes nesta
populagcdo e a maioria das pesquisas realizadas com o Hg na Amazonia, avaliou apenas

populacgdes ribeirinhas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
21  SELENIO

O Se foi descoberto pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius no ano de 1817, em seus
experimentos sobre a oxidacdo do &cido sulfurico, pesquisando agentes tdxicos (FOX;
FAIRWEATHER, 1999). Em 1957, Schwartz e Foltz descobriram a sua importancia para a
salde animal quando verificaram que pequenas quantidades de Se apresentavam acdo
protetora em ratos com necrose hepatica e deficiéncia em vitamina E (NAVARRO-
ALARCON; LOPEZ-MARTINEZ, 2000). Em 1973, Rotruck isolou a enzima GPx e verificou
a presenca de Se em seu sitio ativo (BAYOUMY-EL, 2001). A essencialidade do Se para 0s
humanos foi reconhecida em 1979, quando cientistas chineses descobriram uma doenca por
deficiéncia de Se em uma regido da China chamada Keshan, a qual deu origem ao nome desta
doenga e quando a suplementagdo com Se atuou em caso de distrofia muscular (ESTADOS
UNIDOS - IOM/FNB, 2001).

No processo de evolugéo da terra, o Se foi incorporado ao solo oriundo dos magmas e
gases vulcanicos e, apos o degelo da era glacial, esse semi-metal foi espalhado por algumas
areas do globo terrestre de forma heterogénea (KOHRLE, 1999). Dessa forma as
caracteristicas geologicas de cada regido influenciaram as concentracdes de Se nos solos,
existindo locais onde esta concentracdo € tdo elevada que pode causar intoxicacdo em animais
gue consomem as pastagens cultivadas (REILLY, 1996) e em outras é tdo baixa que pode
causar deficiéncia (SILVA et al., 1993).

Solos com concentracdo de Se ao redor de 0,05 pg/g tendem a proporcionar dietas
com concentragdes menores que 0,1 pg/g causando deficiéncia do mineral, enquanto solos
com mais de 5 pg/g do mineral contribuem para a intoxicagdo (OLDFIELD, 1999). Por isso, a
quantidade de Se existente nos alimentos, na agua e no ar, reflete o teor deste mineral no solo,
sendo dependente de fatores geoquimicos, como o pH, sendo que solos com pH menor que
5,5 (&cido) apresentam baixa biodisponibilidade de Se e solos com pH maior que 7,5
(alcalino) apresentam Se mais biodisponivel. A natureza da rocha originaria também interfere
nas quantidades de Se no ambiente, sendo aquelas ricas em granito e basalto pobres em Se e
as vulcanicas incandescentes, calcérias, de carvdo e de pirita, mais ricas no mineral
(BAOYAN; ZHANG, 2002; REILLY, 1996; FOX; FAIRWEATHER-TAIT, 1999; GONZAGA;
MARTENS; COZZOLINO, 2007, 2012). Isso explica porque a quantidade de Se no mesmo tipo
de alimento proveniente de &reas diferentes pode ser muito heterogénea (AMAROUX et al.,
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2001). Estima-se que cerca de 50 a 77% do Se presente na superficie da terra seja oriundo
dos oceanos que se depositou por via Umida ou seca por meio dos gases dimetilselenido e
dimetilselenilsulfido produzidos de forma sazonal por fitoplanctons, em especial pelas
bactérias Coccolithophorid e, por isso, as areas mais proximas de oceanos possuem solos com
maior concentracdo de Se (AMAROUX et al., 2001).

No Brasil, Martens e Cozzolino (2002) avaliaram alguns cultivares de feijoes de cada
regido do pais e verificaram que a concentracdo de Se foi maior nos alimentos cultivados nas
regibes Norte e Nordeste, sugerindo que os solos destes locais apresentam maiores
concentra¢do do mineral. Os pesquisadores constataram também que os solos com elevadas
concentragOes de Se produziram alimentos mais ricos neste nutriente e, consequentemente,
um consumo alimentar adequado. Por outro lado, em estados como Sao Paulo e Mato Grosso
foram encontradas menores concentracdes de Se nos solos e os individuos residentes nestes
estados apresentaram maiores inadequacdes da ingestdo alimentar de Se (COZZOLINO,
2007).

Na natureza, o Se se encontra em 4 quatro estados de oxidac¢do: nos solos acidos como
Se elementar (0), selenido (+2) e selenito (+4) que sdo menos sollveis e assimilaveis,
enquanto em terras alcalinas tém mais selenato (+6), mais soltvel e assimilavel pelas plantas
e animais (ORTUNO et al., 1997; GONZAGA, MARTENS; COZZOLINO, 2012). Nos
alimentos, 0 Se pode ser encontrado sob as formas orgénica e inorgénica; na forma orgéanica
como selenometionina (alimentos de origem vegetal e animal e em alguns suplementos
alimentares), como selenocisteina, principalmente em fontes de origem animal e como
selenometilselenocisteina, principal forma encontrada em vegetais (NAVARRO-ALARCON,
2008). Na forma inorganica, como selenito (SeOs”) e selenato (SeO,%) em suplementos, pois

essas formas aparecem em poucas quantidades nos alimentos (RAYMAN, 2000).
2.1.1 Fontes, Biodisponibilidade e Recomendagéo

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa, familia Lecythidaceae) é considerada o
alimento mais rico em Se, com concentragdes que variam de 8 a 126 pg/g (GONZAGA,
2002; REILLY, 1996; THOMSON, 2006; GONZAGA; MARTENS; COZZOLINO, 2012).
Diversos estudos com essa améndoa foram conduzidos com a finalidade de determinar o seu
teor de Se. Souza e Menezes (2004) avaliaram 70kg de castanha-do-Brasil com casca, da
safra de 2001, obtidas de lote a granel na Centrais de Abastecimento de Campinas S.A.

(CEASA) em S&o Paulo e observaram concentracdo de 2,04 pg/g (correspondente a 204


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lecythidaceae
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pg/100g) de Se. Chang et al. (1995) analisaram dois lotes de castanha-do-brasil, um
proveniente da regido do Acre/Ronddnia e outro da regido de Manaus/Belém e as
concentracdes de Se variaram de 3,06 a 4,01 pg/g e 36,0 a 50,0 pg/g , respectivamente.
Trabalhos realizados pelos pesquisadores do Laboratorio de Nutricdo-Minerais da
Universidade de S&o Paulo, também avaliaram as concentracdes de Se em castanha-do-brasil
oriundas da regido norte (Quadro 1).

Quadro 1. Concentracdo de Se (ug/g) em castanha-do-brasil da regido norte do Brasil.

Concentracéo de Se (Hg/9)
COUTINHO (2001) 19
GONZAGA (2002) 40
BEHR (2004) 17
MARTENS e COZZOLINO (2002) 43
ROCHA (2014) 5,83
STOCLER PINTO (2009) 58
COMINETTI (2010) 58
PIRES (2012) 115

*Dados ndo publicados - Média referente a determinacdo de Se em dezoito lotes de castanha-do-brasil (safra 2011).

As frutas e as verduras, em geral, s&o pobres em Se, com exce¢do dos vegetais que sao
considerados acumuladores, tais como: o alho, a mostarda indiana, o brocolis, a couve-de-
bruxelas, a couve-flor, o repolho, a cebola e alguns cogumelos, os quais podem fornecer boas
quantidades do mineral. Nas regides cujos solos tém quantidades significativas de Se, o trigo
é uma boa fonte do mineral, assim como os péaes e cereais (NAVARRO-ALARCON e
LOPEZ-MARTINEZ, 2008).

A gquantidade de proteina presente no alimento deve ser considerada, pois 0s alimentos
proteicos incorporam o Se de forma mais eficiente, principalmente aqueles que possuem
maior concentracdo de aminoacidos que contenham enxofre, como metionina e cisteina
(BURK, 1998). Alimentos como carne bovina, frango, peixe e ovos também apresentam
guantidades significativas de Se, assim como, leite e seus derivados, de acordo com a espécie
animal e quantidade de gordura, pois tanto o leite de vaca quanto 0s outros tipos que
apresentam maior quantidade de gordura possuem menores concentracdes do mineral
(NAVARRO-ALARCON, 2008).

As melhores fontes de Se ndo sdo necessariamente as de maior biodisponibilidade. Os
vegetais, por exemplo, em geral s&o pobres no mineral, entretanto apresentam uma

biodisponibilidade elevada, variando de 85 a 100%. Nos pescados, que também sao
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considerados oOtimas fontes de Se, a biodisponibilidade varia de 20 a 50%. Alguns
pesquisadores relacionam esta baixa biodisponibilidade a interacdo do Se com o metal Hg que
pode estar presente nesses alimentos (ORTUNO, 1997; MARTENS et al., 2012).

Com a descoberta da doenca de Keshan, uma cardiomiopatia ocasionada pela
deficiéncia de Se, foi possivel estabelecer recomendacao desse nutriente, pois a doen¢a nédo se
manifestava quando a quantidade consumida era igual ou maior que 19,1 pg/dia em individuo
adulto com 60 kg. Acreditava-se que essa concentracdo seria 0 menor valor de associagdo
com 0 ndo aparecimento dos sinais clinicos da deficiéncia do mineral (SHILS, et al.,1994).
Entretanto, atualmente sabe-se que a deficiéncia de Se ocorre quando a ingestdo diaria por
longos periodos é menor ou igual a 11 pg/dia. Outro dado utilizado para determinar a
recomendacdo de Se foi realizado através da relacdo entre a atividade da GPx no plasma e a
ingestdio do Se em individuos adultos chineses residentes em uma &rea com solos
considerados pobres no mineral. Os voluntarios foram distribuidos em cinco grupos e
receberam doses graduais de 0, 10, 30, 60 e 90 pg/dia de Se por via oral na forma de DL-
selenometionina. Apds cinco a oito meses, a atividade da GPx respondeu de forma similar
para os trés concentra¢es mais altos e esses resultados mostraram que uma ingestdo em torno
de 41 pg/dia, o equivalente a 30 pg da suplementagdo mais 11 pg da dieta normal, em um
homem de 60 kg, eram suficientes para saturar a atividade da GPx (IOM, 2001).

Com bases nesses dados foi possivel estabelecer uma recomendacédo de Se, de acordo
com o Institute of Medicine (2001). A Ingestdo Dietética Recomendada (RDA) de Se para
individuos adultos a partir dos 19 anos de idade foi estabelecida em 55 pg/dia ndo devendo
ultrapassar o nivel maximo de Ingestdo Toleravel (UL) estabelecido de 400 pg/dia. O Quadro
2 apresenta as Ingestdes Dietéticas de Referéncia (DRI) de Se propostas pelo I0M (2006)

para populacdo adulta.

Quadro 2. Ingestdo Dietética de Referéncia (DRISs) relativas ao Se em pg/dia a partir de 1 ano
de idade de acordo com o Institute of Medicine (I0M, 2006).

dad EAR RDA UL
ade (anos) Se pg/dia Se pg/dia Se pg/dia
> 14 45 55 400

EAR — Necessidade Média Estimada: valor de ingestdo didria de um nutriente suficiente para suprir a
necessidade de metade dos individuos saudaveis de um determinado grupo do mesmo género e estagio de vida;
RDA - Ingestdao Dietética Recomendada: é o nivel de ingestdo dietética diaria suficiente para atender as
necessidades de um determinado nutriente de praticamente todos (97 a 98%) os individuos saudaveis de um
determinado grupo do mesmo género e estagio de vida;
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UL — Nivel Maximo de Ingestdo Toleravel: é o valor mais alto da ingestdo diaria continuada de um nutriente que
aparentemente nao oferece nenhum efeito adverso a salide para todos os individuos de um mesmo estagio de
vida ou género.

2.1.2 Aspectos Fisiologicos: Absorcéo, Biodisponibilidade, Armazenamento e Excrecao

A absorcdo do Se acontece no duodeno, ceco e célon, onde a selenometionina é
absorvida por um mecanismo de transporte ativo, o selenito por difusdo simples, o selenato
em conjunto com o sulfato por meio de carreadores mediados por sédio e a selenocisteina, por
transporte ativo, comum aos aminoacidos bésicos (histidina, lisina e arginina). A
selenometilselenocisteina ndo € incorporada como selenometionina, sendo convertida
rapidamente em metilselenol (FAIRWEATHERTAIT et al., 2011).

Nos enterdcitos, o Se é reduzido a selenito (H,Se) e em seguida transportado no
sangue ligado a proteinas, principalmente a fracbes de B-lipo proteina de muito baixa
densidade e em menor quantidade em outros tipos de proteinas como a albumina,
especialmente quando a selenometionina é a principal forma presente nos alimentos
(REILLY, 1996; PAPP et al., 2007).

A biodisponibilidade do Se pode ser prejudicada por alguns fatores: quantidade
ingerida a partir da dieta, origem do Se consumido, interagdo com metais toxicos, eficiéncia
da digestdo, formacdo de compostos absorviveis, tempo do transito intestinal, estado
nutricional do organismo em relacdo ao Se, doencas do trato gastrintestinal, conversdo para
formas biologicamente ativas apds absor¢éo e incorporacdo a enzima GPx (IOM, 2001). Na
determinacdo da biodisponibilidade do Se alimentar a etapa limitante é a incorporacdo da
forma biologicamente ativa, selenocisteina, a GPx ou as 5' deiodinases nos tecidos
(HOLBEN; SMITH, 1999).

A excrecdo do Se ocorre principalmente pela via urindria (REILLY, 1996; PAPP et
al., 2007) e os compostos de Se, tanto aqueles que entram no pool de selenito como 0s
convertidos a metilselenol, sdo metilados por tiois-metiltransferases e geram diferentes formas
metabolicas metiladas do mineral que serdo excretadas, contribuindo para a homeostase. Na
urina predominam as formas monometiladas, nos casos de baixas ingestdes, € 0
trimetilselendnio, quando o Se é consumido em altas quantidades. Quando os ions de
trimetilselendnio atingem seu platd metabdlico ocorre a excregdo pulmonar de
dimetilselenénio volatil, responsavel pelo odor caracteristico de alho na respiracdo
(LETAVAYOVA et al., 2006; PAPP et al., 2007).
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A Figura 1 ilustra o metabolismo do Se em mamiferos, onde os metabodlitos de Se
provenientes da alimentacdo entram na célula e se juntam ao pool existente gerando selenito,
que serd utilizado como fonte de Se para a sintese da selenocisteina, precursora das
selenoproteinas (PAPP et al., 2007).

Figura 1. Aspectos fisiologicos do Se em mamiferos.

ENTEROCITO

Pool Intracelular de Selénio

l

: Liases
Se Alimentar L
. Selenometionina —
Selenometionina H,Se
SSellen ito GSH (selenido)
elenato . —
Selenito, Selenato
Selenocisteina TrxR/Trx
(Sec) - -
Outras formas GSS e SG (selenodiglutationa),
CH;SeH (metilselenol), etc.

1] ©

Incorporacdonéo especifica de
proteinas ligadoras de selénio

[ Selenoproteinas ]

Adaptado de PAPP et al. (2007).
(GSH = glutationa; TrxR/Trx = tioredoxina redutase/tioredoxina).

2.1.3 Funcoes e Agdes

A propriedade antioxidante do Se esta relacionada as GPx que sdo dependentes deste
mineral. As GPx agem na protecdo celular contra os danos provocados por radicais livres,
juntamente com um sistema antioxidante complexo que envolve outras substancias
(HOLBEN; SMITH, 1999).

O Se é incorporado na forma de selenocisteina no sitio ativo de um grande nimero de
proteinas. Acredita-se que cerca de 100 selenoproteinas possam existir no organismo de

mamiferos. Atualmente sdo conhecidas 22 selenoproteinas organizadas em grupos diferentes,



26

em funcédo da localizacdo e das propriedades funcionais da selenocisteina, sendo que metade
destas apresenta caracteristicas antioxidantes. O grupo das GPx é o mais abundante. Estas
selenoproteinas sdo encontradas em todos os tecidos de mamiferos em que ha processos
oxidativos e podem reduzir a producéo de espécies reativas de oxigénio, contribuindo para a
protecdo das macromoléculas e membranas do organismo contra a oxidacdo (BROWN et al.,
2001; TAPIERO et al., 2003; GONZAGA et al., 2005).

A GPx 1, também conhecida como GPx citosélica, foi a primeira enzima dependente
de Se a ser identificada em 1953, em eritrocitos, onde protege a hemoglobina de danos
oxidativos. Essa GPx € encontrada no citosol das células, sendo expressa em todos os tecidos
(BROWN, 2001; LEI, 2007) e tem como funcdo reduzir o peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos organicos livres, transformando-os em &gua e alcool, respectivamente
(GONZAGA et al., 2005).

A segunda isoforma, GPx 2 ou gastrintestinal, é encontrada no trato gastrintestinal e
no figado e age protegendo o organismo contra os hidroperoxidos na passagem pelo trato
gastrintestinal (GONZAGA et al., 2005). A GPx 3 ou plasmatica, é sintetizada primeiramente
nas células tubulares renais e sua fungdo € servir de barreira antioxidante para o sangue
filtrado e proteger as células endoteliais do dano oxidativo (DUMONT, 2006). A quarta
isoforma, GPx 4 ou fosfolipidio hidroperdxido, tem como funcgéo proteger as membranas das
células contra a acdo dos hidroperoxidos de &cidos graxos e também reduzir a formacao de
hidroperdxidos de colesterol e de éster de colesterol nas membranas e nas lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (SAVASKAN et al., 2007).

Além dessas quatro isoformas, foram descobertas também a GPx 6 no epitélio do
olfato e tecidos embrionarios e outras variantes na qual o residuo de selenocisteina é
substituido por cisteina, incluindo a GPx 5 com expressao restrita no epididimo e a GPx 7
(PAPP et al., 2007). Entretanto, ainda ndo se sabe exatamente qual a acdo dessas GPx
(HERBETTE et al., 2007).

O Se pode interagir com um grande numero de metais toxicos, como: arsénio (As),
cadmio (Cd), Hg, cobre (Cu), prata (Ag), chumbo (Pb) e platina (Pt), podendo alterar a
toxicidade e prevenir possiveis manifestaches toxicoldgicas em razdo da exposicdo aos
mesmos (ORTUNO et al., 1997). Uma das hipdteses para explicar essa interacdo seria uma
reacdo direta desses metais com o Se na forma inorganica, formando substancias
biologicamente inativas no interior do trato gastrintestinal. Este mecanismo de interacdo foi
encontrado em estudos com o Cd, Pt, Pb, Ag e Hg. Uma segunda hipotese seria a reacdo do

Se com grupos tiois de algumas moléculas para formar selenosulfidos (RSSeSR), que
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possuem forte afinidade por metais (ORTUNO et al., 1997; ALARCON e MARTINEZ,
2000).

A interacdo entre 0 Hg e o Se tem sido estudada ha mais de trés décadas e envolve
uma variedade de processos bioquimicos e toxicologicos ainda desconhecidos (CHEN et al.,
2006). Estudos conduzidos em animais foram realizados para tentar esclarecer os mecanismos
dessa interacdo, mesmo assim, estes ndo foram completamente elucidados (GREGUS et al.,
2001). Pesquisas in vitro sugerem que o efeito protetor do Se em relagéo aos efeitos toxicos do Hg
seja em razdo da formacdo de um complexo inerte Hg-Se (1:1) ligado a selenoproteina P (Seppl) no
sangue (DRASCH et al., 2000).

A Figura 2 ilustra um possivel mecanismo de destoxificacdo mutua de Se e Hg, elaborado
por Gailer et al. (2000), onde o Se, na forma de selenito, ao ser incorporado nos eritrécitos é
reduzido através da glutationa e no plasma, liga-se a albumina, proteina responsavel pelo transporte
sanguineo de Hg. Sendo assim, o Se ndo reagiria de forma direta com o Hg livre, mas com o Hg
ligado a albumina, formando o complexo Hg-Se que, por sua vez, liga-se a selenoproteina P e
também aos residuos de histidina e cisteina presentes na proteina.

Vale mencionar que a selenoproteina P € uma glicoproteina que transporta a maior parte de
Se no plasma, dessa forma, nos casos em que ha deficiéncia em Se, a sintese de selenoproteina P
pode estar prejudicada, assim como a sua concentragdo no plasma. A existéncia da selenoproteina P
foi relatada ha aproximadamente 30 anos, porém o progresso na tentativa de esclarecer as suas

funcbes tém se destacado nos ultimos anos (BURK; HILL, 2009).

Figura 2. Esquema de um possivel mecanismo de destoxificacdo muatua de Se e Hg.
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Adaptado de Gailer et al. (2000).

SeO5” e Se” = selenito, Hg?* = mercurio livre, HgSe = complexo Hg Se.
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Concentracbes adequadas de Se também estdo relacionadas ao funcionamento
adequado do sistema imunolégico. Propriedades como: quimiotaxia, migracdo e atividade
fungicida sdo indicadores claramente dependentes da concentracdo de Se nas células
fagocitarias. Efeitos reguladores do sistema imunologico séo explicados pela manutencdo da
integridade das membranas das células imunocompetentes em condi¢Ges adequadas de Se.
Por isso sdo atribuidas ao Se funcbes nas células do sistema imunolégico, como manutengdo
da integridade das células imunocompetentes; reducdo dos perdxidos organicos e inorganicos
formados por reacdes originadas dos radicais livres na célula; regulacdo do metabolismo dos
hidroperoxidos que levam a sintese de leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas e
lipbxidos; e modulagdo dos produtos oxidativos na respiracdo das células fagocitarias
(ORTUNO et al., 1997).

O Se também participa na conversdao de tiroxina (T4) em tritiodotironina (T3), por
meio das deiodinases tipo I, Il e 11l. A deficiéncia em Se no organismo causa um decréscimo
de 15 a 20% na conversdo de T4 em T;. A enzima 5’-deiodinase tipo 1 (IDI) é uma
selenoproteina encontrada principalmente no figado e rins, responsavel pela conversdo da
forma inativa do pré-horménio T, que € secretado pela tireoide a forma metabolicamente ativa
triiodotironina (T3). Nos casos de deficiéncia em Se, o T4 esta aumentado no plasma, enquanto o T
esta diminuido (KOHRLE, 2000).

Outras acOes protetoras do Se tém sido descritas no contexto das Doengas Cronicas
N&o Transmissiveis (DCNT). Alguns mecanismos foram propostos para esclarecer a inibicao
do aparecimento do céncer pela acdo do Se, como reducdo da hipermetilagio do DNA
causada pelo aumento da atividade da DNA metiltransferase, regulagdo da hipometilagdo do
DNA que, paradoxalmente, ocorre durante a progressdo do tumor; e protecdo antioxidante, que
promove equilibrio entre a formac&o de radicais livres e o funcionamento celular normal (DAVIS e
UTHUS, 2002). Quando esse equilibrio é interrompido pelo acimulo de radicais livres a célula
entra em estresse oxidativo e, consequentemente, em instabilidade genética, alterando certos
fatores de transcri¢do ou oxidando o DNA na sua base 8-hidroxidodesoxiguanosina (8-OHdG)
(BAYOUMY-EL, 2001).

Estudos epidemioldgicos mostram correlacdo positiva entre maior ingestdo de Se e
menor incidéncia de cancer de tireoide, pele, mama, ovario, prostata e trato gastrintestinal,
especialmente o coloretal (ORTUNO et al., 1997; NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-
MARTINEZ, 2000; DAVIS e UTHUS, 2002). O Se também pode diminuir o risco de
outras doencgas crénicas ndo transmissiveis como: aterosclerose, trombose arterial e
diabetes melito (NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-MARTINEZ, 2000).
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2.1.4 Deficiéncia e Toxicidade

A deficiéncia em Se ocorre quando a ingestdo diéria € menor ou igual a 11 pg/dia,
enguanto ingestdes acima de 400 pg/dia podem levar a toxicidade (IOM/FNB, 2001; ZHANG
et al.,, 2002). Os grupos mais vulneraveis a deficiéncia sdo fumantes, idosos, gestantes,
lactentes, criancas de 2 a 10 anos, adolescentes do género feminino, individuos submetidos a
nutricdo parenteral total sem suplementacdo com Se por um periodo superior a 20 ou 30 dias,
enfermos de doencas cronicas ndo transmissiveis, individuos sujeitos a elevado estresse e
doencas debilitantes (AIDS, hepatite C, hanseniase), populacdes que habitam areas com solos
pobres em Se, além de populacdes que habitam areas antropogénicas ou naturalmente
contaminadas por Hg (ORTUNO et al., 1997; BURKE e OPESKIN, 2002; MARTENS et al.,
2012).

A doenca de Kesha, definida como uma cardiomiopatia que afeta criancas e mulheres
jovens, esta diretamente relacionada a baixa ingestdo alimentar de Se; a forma aguda é
caracterizada por insuficiéncia subita da fungdo cardiaca e a fase crénica degeneracdo dos
musculos (especialmente necrose multifocal e fibrose no miocardio), cardiomegalia, isquemia
do miocérdio, eletrocardiograma anormal e edema pulmonar. Outra consequéncia associada a
deficiéncia € a doenca de Kashin-Beck, osteoartrite endémica, que ocorre durante a pré-adolescéncia
ou adolescéncia, podendo resultar em nanismo e deformag&o das articulagdes (HOLBEN e SMITH,
1999). Ressalta-se que no Brasil ndo ha relatos dessas deficiéncias graves.

Ja os sintomas da intoxicacdo por Se sdo disturbios gastrintestinais graves, paladar
metalico, odor de alho exalado pelas vias respiratorias, disturbios neurolégicos, sindrome do
estresse respiratorio, infarto do miocardio e faléncia renal (HOLBEN e SMITH, 1999). A
toxicidade crénica, tanto pelas formas organicas quanto inorganicas, apresenta caracteristicas
clinicas semelhantes, porém as concentra¢fes teciduais do mineral sdo diferentes (IOM,
2000).

De acordo com Yang et al. (1983) os tecidos e 6rgdos mais afetados pela toxicidade de
Se sdo as unhas, cabelos, pele e sistema nervoso. As unhas tornam-se quebradicas, com
pontos brancos e estrias longitudinais na superficie, seguido de queda da parede da unha,
iniciada nos polegares. Os cabelos tornam-se sem brilho e quebram-se facilmente na raiz, e
aqueles que nascem, em geral, sdo despigmentados. Esta caracteristica pode ser observada em
outros locais, como axilas, bracos e area pubica. As lesbes de pele ocorrem principalmente em
guatro pontos: palma das maos e pés, nuca, cotovelos e pernas, com aparéncia inflamada e

eruptiva, as vezes ulcerada. As anormalidades no sistema nervoso s6 ocorrem nos casos de
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maior gravidade e os sintomas incluem paralisia periférica, formigamentos, hiper-reflexdo dos
tend@es, espasmos, distirbio motor e hemiplegia (YANG et al., 1983).

Vaérios fatores podem influenciar a gravidade e o tempo de aparecimento dos sinais
clinicos da intoxicacdo por Se, como idade, estado de nutricdo e saude do individuo e
recidivas de alta ingestdo do mineral (IOM/FNB, 2001). Segundo Zhang et al. (2002),
individuos que ja sofreram intoxicacdo por alta ingestdo de Se sdo mais susceptiveis a outra
intoxicacdo provocada por menores quantidades do mineral. Ingestdo de 910 pg/dia pode
causar alteracBes nas unhas (IOM/FNB, 2001). Registros sobre intoxicacdo por Se foram
encontrados em Enshi (China), onde a prevaléncia da doencga ocorreu entre 0s anos de 1961 e
1964, com uma taxa de mortalidade de 50% da populagéo de 248 habitantes (REILLY, 1996).
Na Venezuela, em um local chamado Vila Bruzual, foram registrados casos de intoxicacdo

nas criancas em fase escolar, sendo esta regifo considerada selenifera (JAFFE et al., 1972).

2.2 MERCURIO

O Hg é o unico metal que se apresenta no estado liquido em temperatura ambiente e a
0°C (BISINOTI, 2005), presente naturalmente na crosta terrestre, &gua e atmosfera. Dentre as
diferentes formas quimicas, a espécie de distribuicdo mais ampla é o Hg na forma de vapor,
predominante na atmosfera, seguido da forma inorganica, dominante em &guas naturais, e do
metilmercdrio que é de extrema importancia ambiental em razdo de sua elevada toxicidade,
principalmente em mamiferos (GALVAO et al., 2007).

As primeiras evidéncias dos efeitos neurotoxicoldgicos do Hg em consequéncia da
ingestdo materna de alimentos contaminados foram observadas em criangas na cidade de
Minamata, no Japdo, onde o metilmercurio liberado de uma industria quimica contaminou as
aguas da baia e os peixes consumidos pela populagdo. Em 1953, a doenca de Minamata foi
reconhecida como uma doenca neuroldégica e chamou atencdo do mundo para o problema da
intoxicagao por metais toxicos (TAKEUCKI e ETO, 1999; FARIAS et al., 2006). O Hg entéo
passou a ser considerado um dos metais mais perigosos no que diz respeito a contaminagéo
ambiental e a satde humana (FARIAS et al., 2006).

Apos a intoxicacdo por Hg em Minamata, as pesquisas foram direcionadas para 0s
possiveis efeitos da exposi¢do crdnica, assim como, concentracdes baixas de metilmercurio,
principalmente em criangas, em virtude da transferéncia materna infantil durante a gestacao,

uma vez que esse metal ultrapassa facilmente a barreira placentaria e pode causar
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consequéncias graves a saude do bebé, que é sensivel a menores concentracBes quando
comparados aos adultos (GALVAO et al., 2007).

A exposicdo e acumulo do Hg durante o desenvolvimento fetal e amamentacao estdo
diretamente relacionados com a carga materna e a transferéncia desse metal para a placenta e
leite materno (STEUERWALD et al., 2000; CEZAR, 2002; MARQUES, 2002). O alimento
que mais contribui para a contaminagdo por Hg é o peixe, pois as espéecies aquaticas absorvem
0 Hg na forma de metilmercdrio (DOMINGUES, 2000) e o grau de exposi¢do € influenciado
por fatores como a frequéncia da ingestdo de pescados, a preferéncia (peixes carnivoros
apresentam maiores quantidade de Hg), tamanho e nivel tréfico (PARADIS et al., 1997).

O Hg, ao entrar na circulagdo sanguinea, se liga a proteinas e se distribui pelos tecidos,
concentrando-se nos rins, figado, medula 6ssea, cérebro, 0ssos e pulmdes (SA et al., 2006).
Os sinais e sintomas da intoxicacdo dependem de varios fatores, como género, idade,
hormonios, taxa de hemoglobina e capacidade de inducdo das metalotioneinas que podem
funcionar como barreiras protetoras do cérebro e cerebelo (EPA, 1997). No homem, o
sistema nervoso central é o principal 6rgdo acometido pelo metilmercario e os sintomas
clinicos incluem: parestesia (alteracbes sensoriais), ataxia (falta de coordenacdo nos
movimentos) e disartria (dificuldade na articulacdo das palavras), além de distarbios visuais e
auditivos. A ocorréncia dos sintomas clinicos também é dose dependente (IPCS, 1990). Além
de tremor, vertigem, entorpecimento, dor de cabeca, cdibra, fraqueza, depressdo, dispneia,
tosse, inflamacdes gastrintestinais, queda de cabelo, nausea e vomitos (CANELA, 1995). O
quadro clinico tipico das criancas geradas sob tais exposi¢Ges inclui microcefalia (ma
formacdo no crescimento do cérebro), hiper-reflexia (reflexos muito ativos ou responsivos em
excesso) e deficiéncia visual, auditiva, mental e motora (IPCS, 1990).

A excrecdo do Hg do corpo humano ocorre por via urindria ou fecal, diferindo de
acordo com a forma, dose e tempo apds a exposi¢do. Uma pequena fragdo é eliminada pela
respiracdo, mas a excrecao fecal é a maior e a principal via apés a exposic¢ao ao Hg (FORD et
al., 2001).

Segundo Fadini e Jardim (2001), a presenca do Hg na regido Amazonica se deve,
principalmente, & extracdo de ouro e aos processos naturais e antropicos. Além disso, como 0s
solos da bacia Amazonica sdo antigos, apresentam capacidade elevada de reter o Hg e acumula-lo
durante anos (MIRETZKY et al., 2005). A poluicdo do Hg na Amazbnia € um problema
ambiental grave, pois 70 a 170 toneladas deste metal sdo lancados anualmente no meio
ambiente pela atividade informal de mineracdo de ouro e queimadas, 0 que representa uma

fonte primaria de emissdo do Hg. Como resultado, uma grande quantidade do metal sofre
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metilacdo e se acumula nos peixes da cadeia alimentar (MEECH, 1997; PINHEIRO et al.,
2000).

Em relacdo a genotoxicidade do Hg, tém-se descrito que este metal pode ser
responsavel por mutacGes em niveis cromossémico e génico, sendo a compreensdo destes
efeitos de grande importdncia em razdo de suas consequéncias para a salde humana
(AZEVEDO, 2003). O Hg produz deplecdo dos principais antioxidantes celulares,
principalmente os que contém grupos tidlicos e pode também aumentar a geracao das espécies
reativas de oxigénio, como os radicais hidroxila (HO*), os radicais superdxido (O,) ou
peréxido de hidrogénio (H.O,), aumentando o estresse oxidativo e, assim, causar alteracGes
nas funcdes das células (ERCAL et al., 2001; PEROTTONI et al, 2004).

A Figura 3 apresenta possiveis mecanismos moleculares de genotoxicidade do Hg, o
qual entra na célula através da membrana plasmatica ou por meio de transportadores, podendo
afetar o DNA de diversas formas. Uma delas é aumentando a producdo de ERRO as quais
podem reagir diretamente com o DNA ou indiretamente, ao induzir mudancas
conformacionais nas proteinas responsaveis pela formacédo e manutencdo do mesmo. Também
pode reagir de forma direta nos microtubulos, evitando a organizacdo em fuso dos
cromossomos durante a atividade mit6tica. Esses danos ao DNA podem ser causados tanto
pelos radicais livres gerados pelo Hg como pelo proprio metal (CRESPO-LOPEZ et al.,
2009).

Figura 3. Mecanismos moleculares de genotoxicidade do Hg.
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De acordo com os pesquisadores Pinheiro et al. (2006) e Harada et al. (2001)
concentracdes de Hg dez vezes menores que os valores de referéncia estabelecidos pela World
Health Organization (WHO), foram relacionados com a genotoxicidade no sistema nervoso
central, apontando para a necessidade de uma revisdo dos padrbes adotados pela WHO
(1990).

Evidencia-se, que populagdes residentes em areas de risco de contaminagdo por Hg
podem estar mais susceptiveis a um aumento do estresse oxidativo. Entretanto, a intensidade
dos danos dependera de fatores como, a amplitude da geracao de ERO nos alvos celulares, da
atividade dos sistemas de defesa antioxidante e da presenca ou da auséncia de metais de
transicdo (HALLIWELL e CHIRICO, 1993). Dependerd, ainda, da ingestdo de nutrientes,
pois 0 consumo inadequado de Se esta relacionado com uma reducédo da atividade da GPx,

prejudicando o sistema de defesa antioxidante do organismo (COMINETTI, 2011).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre substancias antioxidantes
e oxidantes e o efeito das espécies reativas é equilibrado pela acdo antioxidante enzimatica e
ndo enzimatica do sistema biolégico (VALKO et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) bem como as Espécies Reativas de Nitrogénio
(RNS) sdo moléculas que contém oxigénio ou nitrogénio, respectivamente, com um ou mais
elétrons desemparelhados, o que as torna instaveis e reativas. Essas moléculas sdo produtos do
metabolismo celular normal que exercem um papel duplo no organismo, uma vez que podem
atuar de forma benéfica ou prejudicial. Os efeitos benéficos ocorrem em baixas e/ou
moderadas concentracfes e envolvem fungdes fisioldgicas, como atuagdo na defesa do
organismo contra agentes infecciosos e em sistemas de sinaliza¢do celular, além da inducgéo
de resposta mitogénica (RIDNOUR et al., 2005; VALKO et al., 2006).

Com o objetivo de emparelhar seus elétrons, estas substancias podem adquirir elétrons
de outras moléculas tornando-as instaveis e convertendo-se em radicais livres. Como exemplo
de radicais livres, destacam-se o superéxido (O7), a hidroxila (OH-), o tiol (SH-), o
triclorometil (CCl3*) e 0 6xido nitrico (NO-). Vale ressaltar que, caso essas espécies ndo sejam
removidas ou neutralizadas, podem reagir com lipidios, proteinas e &cidos nucleicos,
causando danos nas funges celulares (CHAUHAN e CHAUHAN, 2006). Dentre 0s prejuizos
ao metabolismo celular, podem ocorrer ruptura das fitas do DNA, aumento na concentragdo
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de calcio intracelular livre, danos em transportadores de ions ou em outras proteinas
especificas e peroxidacdo de lipidios (HALLIWELL e CHIRICO, 1993).

Além disso, os &cidos graxos poli insaturados, que estdo presentes em grande
quantidade nas células, sdo mais susceptiveis a oxidacdo em razdo da presenca de grupos
metilénicos entre duplas ligacbes e, por isso, tornam-se alvos mais provaveis quando
comparados ao DNA (LOUREIRO et al., 2002). A peroxidacdo lipidica se inicia com o
ataque a bicamada lipidica por qualquer espécie reativa capaz de abstrair um atomo de
hidrogénio de um &cido graxo poli insaturado e, ap0s a iniciagédo, esse processo € catalitico, 0
que favorece a formacdo de hidroperdxidos. Com a abstracdo do &omo de hidrogénio do
acido graxo poli insaturado (LH) é formado o radical lipidico (L"), que é rapidamente
adicionado a uma molécula de oxigénio levando a formacéo do radical peroxil (LOO"), sendo
capaz de reagir com outro &cido graxo poli insaturado, iniciando uma nova cadeia de oxidacédo
a partir da formacéo de outro radical lipidico (L") (LOUREIRO et al., 2002). O radical peroxil
pode ser rearranjado via reacfes de ciclizacdo de endoperdxidos e como produto final o
malondialdeido (MDA), que é considerado mutagénico em células de mamiferos, pois pode
reagir com as bases nitrogenadas guanina, adenina e citosina, formando adutos que levam a
ligaches cruzadas de DNA-DNA ou DNA-proteinas, ocasionando aumento do estresse
oxidativo (VALKO et al., 2006). Menciona-se, também, as oxidagdes enzimaticas do acido
araquidoénico, que ocorrem durante a sintese de eicosandides, bem como as reacGes
catalisadas por ciclo oxigenases ou lipoxigenases, que sdo importantes fontes de ERO ou
hidroperdxidos lipidicos (LOUREIRO et al., 2002).

Por outro lado, o organismo dispGe de mecanismos que tém a finalidade de protecdo
contra 0s processos oxidativos. Estas defesas antioxidantes sdo de extrema importancia, pois
sdo responsaveis pela remocéo direta dos radicais livres, promovendo maxima protecdo aos
sitios bioldgicos (VALKO et al., 2006).

O principal sistema antioxidante € o enzimatico, que inclui enzimas como a
superdxido dismutase (SOD) que converte radicais superoxido em peroxido de hidrogénio, a
catalase e a GPx, as quais reduzem peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos
(COMINETTI et al., 2011; HAMANASHI et al., 2004). A glutationa redutase (GR) também
€ uma enzima que participa desse processo, pois é responsavel pela regeneracdo da glutationa
em sua forma reduzida (GSH), que € utilizada como substrato da enzima GPx (PRADA et al.,
2004). Existem

Quanto ao sistema antioxidante ndo enzimatico, inclui compostos antioxidantes de

origem alimentar, que muitas vezes sdo utilizados como cofatores pelas enzimas antioxidantes
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(BARBOSA et al., 2010). Como exemplo de compostos que atuam por meio da neutralizacdo
das ERO produzidas tanto no meio intra quanto extracelular tem-se o tocoferol (vitamina E), o
beta-caroteno (pro-vitamina A), o Se cofator enzimatico da GPx, o cobre, 0 zinco e o acido
ascorbico (BERGER, 2005; PRADA et al., 2004; PAPP et al., 2007). Aléem do Se, como
exemplo de cofator enzimatico antioxidante, destacam-se o zinco e o cobre, que participam da
estrutura das enzimas Zn-Cu-SOD (SOD1) e SOD extracelular (SOD3) (FORMIGARI et al.,
2007; COMINETTI et al., 2011).  Existem ainda varredores de radicais livres hidrofilicos,
como o ascorbato e flavonoides (CASTRO e FREEMAN, 2001).

Além da relacdo entre estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante, ressalta-se a
importancia de se avaliar as caracteristicas genéticas individuais, como por exemplo, a
presenca de polimorfismos genéticos, uma vez que estes podem inferir nas concentracfes de
nutrientes organismo (VIVANCO et al., 2006).

2.4 POLIMORFISMOS GENETICOS

Por meio do projeto genoma humano foi possivel revelar ndo somente o
sequenciamento completo dos genes humanos, mas também as interacfes entre 0s genes e 0
meio ambiente. Diversas mutacbes foram descobertas ap0s 0 sequenciamento e 0s
polimorfismos sdo resultantes destas alteragdes, sendo os diferentes modelos decorrentes do
tipo de mutacdo que os originou (BROOKES, 1999; YAMADA, 2010). Os polimorfismos
podem ser de insercGes de pares de base Unica, de delecBes ou substituicdes de um par de
bases por outro.

O tipo mais comum de polimorfismo é denominado SNP (Single Nucleotide
Polymorfism) ou polimorfismo de nucleotideo Unico, que é uma mutacdo simples na qual
acontece a troca de um nucleotideo por outro em determinado ponto do DNA. A ocorréncia
de SNPs é de aproximadamente um em cada mil bases do genoma humano, estimando a
ocorréncia em milhdes (BROOKES, 1999).

Os polimorfismos que resultam da inser¢do ou da delecdo de nucleotideos em
fragmentos da molécula de DNA ocorrem em um décimo de frequéncia dos SNP. Os tipos
mais comuns de polimorfismo de inser¢do e/ou delecdo sdo os de bases repetidas, chamados
de STR (Simple Tandem Repeats) ou microssatélites e os de padrdes de nucleotideos
repetidos em uma regido do DNA, conhecidos como VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) ou minissatélites (SCHORK et al., 2000).
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Aqueles polimorfismos que podem causar alteracfes nas sequéncias de aminoécidos
codificados, acarretando danos nas fungdes, como alteracdo nos sitios de interagdo, na
solubilidade e na estabilidade da proteina, estdo localizados nos éxons, regidao codificadora do
gene, e sao chamadas de non-synonymous SNP — nsSNP (RAMENSKY et al., 2002).

Estudos que envolvem gendmica nutricional tém sido relacionados a importantes
associag0es entre polimorfismos e consumo de nutrientes, permitindo melhor compreensao de
como a nutricdo influencia as vias de homeostase metabdlica. Essa descoberta possibilitou
uma perspectiva na reducéo do risco de doencas, uma vez que as interacdes existentes entre 0s
genes e o0s nutrientes permitem descrever a modulagdo dos efeitos dos componentes
alimentares em um fenoétipo especifico associado a um polimorfismo genético
(STRATIGOPOULOS et al., 2008; KAUWELL, 2005).

Como exemplo de SNP que pode estar relacionado ao status de Se, pode-se destacar o
Pro198Leu no gene da GPx 1. Ja como exemplo de um polimorfismo de delecdo, que pode
interferir nas concentracdes de Hg no organismo, destaca-se 0 GSTM1, no gene da GST.

2.4.1 Polimorfismo Pro198Leu (rs 1050450) no Gene da GPx 1

De acordo com Hesketh (2008), polimorfismos na regido codificadora dos genes de
selenoproteinas podem alterar a incorporacao do Se e influenciar a capacidade antioxidante.
No gene humano da GPx 1, que é a isoforma intracelular citosolica mais abundante nos
sistemas bioldgicos, localizado na regido cromossomica 3p21.3 foram descobertos varios
polimorfismos, sendo mais de 30 SNP, dentre eles o Pro198Leu (rs 1050450). Nesse SNP
ocorre uma substituicdo da base nitrogenada citosina por timina (C—T) no exén 2 do
nucleotidio 594 do gene, resultando na troca do aminoéacido prolina por leucina no cédon 198
(FOSBERG et al.,, 1999). A troca do aminodcido prolina por leucina pode causar
consequéncias na atividade da enzima GPx 1, pois a prolina é o Unico aminoacido sem grupo
amino livre no carbono alfa, ocasionando uma tor¢do na estrutura secundaria dos peptideos
(FOSBERG et al., 2000; JABLONSKA et al., 2009; ARSOVA-SARAFINOVSKA et al.,
2009).

Segundo Suzen et al. (2010), que avaliaram a frequéncia dos alelos e genotipos de
diversas popula¢cdes do mundo, o maior percentual geralmente é de individuos com gendtipos
selvagens (Pro/Pro), seguidos por heterozigotos para o polimorfismo, ou seja, com um alelo
variante (Pro/Leu) e depois por individuos homozigotos (Leu/Leu).
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No Brasil, em relacdo a frequéncia desse polimorfismo, além desse estudo,
pesquisadores do Laboratorio de Nutricdo - Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo, determinaram por meio de varios estudos a frequéncia
genotipica do Pro198Leu em varias populacdes de cidades do Brasil e os resultados estdo

ilustrados no Quadro 3 a seguir.

Quadro 3. Frequéncia genotipica em relacdo ao polimorfismo Pro198Leu (rs 1050450) no
gene que codifica GPx1 encontrada em pesquisas realizadas no Brasil, no Laboratorio de
Nutricdo e Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(USP).

Estad NUmero de Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu
Stado participantes (%) (%) (%)
SANTOS (2013) Ceara 176 55 38 7
ROCHA (2015)  Rondbnia 190 56 37 7
NISHIMURA S0 Paulo 175 (Caso) 50 43 7
(2010) 203 (Controle) 51 43 6
DONADIO ~
(2011) Sao Paulo 124 49 48 3
COMINETTI et ~
al. (2011) Sao Paulo 37 49 38 13
CARDOSO et S&0 Paulo 28 (Caso) 75 14 11
al. (2012) 29 (Controle) 72 14 14

Uma das principais descobertas dos estudos sobre o polimorfismo Prol98Leu esta
relacionada a presenca do alelo Leu, pois algumas pesquisas verificaram que esse genotipo
pode diminuir a atividade da GPx 1 e, alem disso, estudos associaram a concentracdo
eritrocitaria de Se com a sua atividade, indicando que o genotipo Leu/Leu, pode influenciar
também o estado nutricional dos individuos relativo ao Se (JABLONSKA et al., 2009).

Em individuos ndo doentes, Forsberg et al. (2000) e Jablonska et al. (2009) nédo
observaram associacOes entre a atividade da enzima GPx 1 e o genotipo. Porém, na pesquisa
de Jablonska et al. (2009), foi obtida uma associacdo significativamente diferente entre cada
grupo de gendtipo avaliado em relagdo a atividade da GPx 1 e a concentragdo de Se. Dessa
forma, os pesquisadores presumiram que a resposta a ingestdo ou a suplementacdo de Se,
assim como a atividade da enzima, pode estar relacionadas aos genétipo do individuo. Além
disso, os autores sugeriram que carreavam individuos que possuiam ao menos um alelo Pro

teriam maior atividade da enzima quando comparados aqueles com ambos alelos Leu.
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Ravn-Haren et al. (2006) observaram em mulheres com cancer de mama, que a
atividade da GPx 1 foi significativamente menor nas participantes com a presenca do genétipo
Leu em comparacao aquelas com gen6tipo Pro. Isso foi observado tanto nas mulheres doentes
quanto naquelas do grupo controle. Além de alguns tipos de céancer, como o de bexiga,
colorretal, de pulméo e de mama, outras doengas sdo relacionadas com o polimorfismo
Pro198Leu, tais como sindrome metabdlica (KUZUYA et al., 2008) e concentragdes elevados

de triacilglicerois em pacientes com diabetes melito tipo 2 (CHEN et al., 2012).

2.4.2 Polimorfismo GSTM1 no Gene da GST

A GST é uma familia de enzimas intracelulares localizadas no citosol que modulam a
acao de toxinas enddgenas e exoOgenas sobre as células, evitando danos ao DNA
(MANNERVIK et al., 1985; MORAIS et al., 2008; CASTRO e LIMA, 2013). Este grupo de
enzimas tem sido amplamente estudado, pois estdo envolvidas no metabolismo de muitos
carcindgenos, poluentes ambientais e drogas anticancerigenas. Dessa forma, supde-se que a
inexisténcia de enzimas especificas ou deleces homozig6ticas possam ocasionar ao
organismo maior susceptibilidade a desenvolver neoplasias, como cancer de bexiga, colon,
pulmao, pele, estbmago e mama, além de diabetes e asma (ZHENG etal., 2002; CHARRIER
etal., 1999; PARK et al., 2003; ANTON et al., 2010; CASTRO e LIMA, 2013).

Existem cinco classes de genes da GST (alfa, mu, pi, theta e zeta). Nos genes da classe
mu, tém-se 0 GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5 na regido cromossdémica 1p13.3. O
polimorfismo no locus M1 é o mais estudado e apresenta trés alelos, dois considerados ativos,
GSTM1*A e GSTM1*B, e o terceiro alelo nulo ou deletado (GSTM1*0). O que difere o
GSTM1*A do GSTM1*B, apesar de serem proteinas funcionalmente idénticas, € que o
GSTM1*A contém a proteina lisina na posi¢éo 172 e 0 GSTM1*B contém a asparagina nessa
mesma posi¢do (DEJONG et al., 1988; WIDERSTEN et al., 1991).

Dessa forma, o polimorfismo GSTM1*0 no gene da GST é classificado como
polimorfismo de delecdo, ou seja, individuos homozigotos que carreiam o0 genotipo
GSTM1*0 apresentam delecdo do gene inteiro e ndo expressam a proteina GST (KLATAU-
GUIMARAES et al., 2005; JAIN et al. 2006; MANNERVICK et al., 2005).

Klatau-Guimardaes et al. (2005) avaliaram a suscetibilidade a contaminacéo por Hg e a
relagdo com o polimorfismo da enzima GST através de biomarcadores moleculares em
algumas tribos indigenas da Amazodnia. Apo6s a obtencdo dos resultados, observou-se que

fatores genéticos podem influenciar o acimulo de Hg no organismo, pois os individuos que
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carreavam 0 genotipo GSTM1*0 (deletado) apresentaram concentragcGes maiores deste metal
nos cabelos quando comparados aos individuos com genétipo GSTM1. Com a auséncia desta
enzima o organismo pode néo estar apto a destoxificar o Hg de forma adequada, uma vez que
esta € uma das fungdes atribuidas a GST. Sendo assim, esses individuos podem apresentar
maiores concentragdes ou retengdo de Hg no organismo.

Naganuma et al., (1990) e Choi et al., (1996) afirmam que a deficiéncia de GST esta
associada com a sensibilidade ao cloreto de Hg e ao metilmercuario. Entretanto, ainda existem
inconsisténcias na relacdo entre o polimorfismo GSTM1 e a concentracdo de Hg no
organismo (GUNDACKER et al., 2007). De acordo com Hatagima et al. (2000), a frequéncia
do polimorfismo no gene da classe mu esta ausente ou deletado (GSTM1*0) de forma
homozigdtica em torno de 40 a 50% em diferentes populacdes étnicas, conforme ilustrado no
Quadro 4, que mostra a frequéncia deste alelo, assim como do GSTM1*A, GSTM1*B,

GSTM1*A/B, inclusive na populagéo brasileira.

Quadro 4. Distribuicdo da frequéncia do polimorfismo GSTM1(A/B/AB/0) no gene da GST em
diferentes etnias.

GSTM1
Etnias
A B AB 0
Brasileiros (Rio de Janeiro) 197 (30%) 105 (16%) 51 (8%) 305 (46%)
Brasileiros (Distrito Federal) 43 (24%) 33(18,4) 16 (9%) 87 (48.6%)
Brasileiros (S&o Paulo) 21 (29%) 10 (14%) 7 (9%) 35 (48%)
Nigerianos 49 (71%) 4 (6%) 1(1,3%) 15 (21.7%)
Japoneses 13 (8%) 68 (41%) 5 (3%) 80 (48.2%)
Chineses 10 (10%) 28 (30%) 2 (2%) 56 (58.3%)
Indigenas 15 (35%) 7 (16%) 6 (14%) 15 (35%)
Franceses 24 (43%) 5 (9%) 3 (5%) 24 (43%)
Ingleses 158 (28%) 74 (13,5%) 23 (4%) 306 (54.5%)

Fonte: Hatagima et al., (2000).

Considerando a importancia do polimorfismo GSTM1*0 no gene da GST e o fato da

populacdo deste estudo residir em area de risco de contaminacdo por Hg, a analise de tais
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dados torna-se necesséria, uma vez que o gendétipo nulo ou deletado pode influenciar as

concentragOes do metal no organismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar o estado nutricional relativo ao Se, concentracdes de Hg e suas relagcdes com o
estresse oxidativo e os polimorfismos Pro198Leu no gene da GPx 1 e GSTML1 no gene da

GST em mulheres residentes em area de risco de contaminagdo por Hg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o estado nutricional das voluntarias em relacdo a antropometria;

e Analisar a ingestéo alimentar de energia, macronutrientes e Se;

e Determinar as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de Se e a atividade
eritrocitaria total da enzima GPx;

e Avaliar as concentracdes de Hg nos cabelos;

e Associar a presenca dos polimorfismos Pro198leu e GSTM1 com os biomarcadores do
estado nutricional relativo ao Se e Hg, respectivamente, bem como com as
concentracdes de MDA e ORAC.
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4. METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA E DELINEAMENTO

O estudo foi do tipo transversal descritivo com abordagem quantitativa e qualitativa
dos dados. Participaram da pesquisa mulheres entre 19 e 50 anos residentes da cidade de
Porto Velho, Rondbnia (RO). Para o calculo do tamanho da amostra, considerou-se a
prevaléncia do alelo variante Pro198Leu de 32%. Fixou-se o nivel de significancia de 5% (o
=0,05) e um erro amostral de 6,5%. Esses valores aplicados na equacao abaixo, indicada para

populacgdes infinitas, proporcionou uma amostra de tamanho n igual a 200 mulheres.

7853 x PxQ

E,.n'.

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo (FCF/USP), parecer 119 e protocolo 574 (ANEXO 1). Na
Figura 4 abaixo, esta representado o mapa do Brasil com destaque para o estado de Ronddnia

e a cidade de Porto Velho, onde a pesquisa foi realizada.

Figura 4. Representacdo do mapa do Brasil, do estado de Rondonia e da cidade de Porto
Velho (RO).

AMAZONAS

Porto Velho.A
"~ Abu

| MATO
» . GROSSO
Gajard : |

Mirim:

Pacais Novgs River  RONDONIA

BOLIVIA

Adaptado de Campos et al. (2002).
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Para ampla divulgagdo da pesquisa, cartazes com informacfes a respeito do estudo
foram espalhados pela cidade de Porto Velho em pontos de Onibus, na secretaria de educagéo
(SEDUC), na secretaria de salude (SESAU), em academias de ginastica, em faculdades
particulares e também na Universidade Federal de Ronddnia (UNIR) (APENDICE 1). Ap6s
as procuras e declaracBes de interesse em participar da pesquisa, as voluntarias que se
adequavam ao perfil do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE 2) e, em seguida, responderam um questionario com informacdes
socioecondmicas, presenca de doengas e estilo de vida (APENDICE 3). N&o foram incluidas
no estudo mulheres com idade inferior a 19 ou superior a 50 anos, fumantes, com doencas
cronicas ndo transmissiveis e infecciosas (auto-relatadas), pds-menopausa, que realizavam
atividade fisica de forma intensa, que utilizavam suplementos vitaminicos e/ou minerais e que

residiam em local diferente do estabelecido.

4.2 COLETA DE DADOS

A coleta dos dados (consumo alimentar, antropometria, material bioldgico) foi
realizada no laboratdrio Alphaclin (Porto Velho — RO), entre os meses de fevereiro a maio de
2011, entretanto, todas as analises em material biol6gico foram realizadas em Laboratorios da
Universidade de Sao Paulo (USP).

Para avaliar o consumo alimentar todas as participantes foram instruidas pela
responsavel da pesquisa a preencher um formulario de registro alimentar de 24 horas
(APENDICE 4) que continha instrucBes de preenchimento e fotos ilustrativas de medidas
caseiras de alguns alimentos com a finalidade de facilitar a obteng&o dos dados de consumo,
bem como para o melhor entendimento das voluntarias, reduzindo, dessa forma, as duvidas e
o0s erros de preenchimento. Alem do registro de 24 horas, as voluntarias responderam um
formulario a respeito do consumo de peixes da regido que poderiam estar relacionados com o
risco de contaminacdo de Hg (ANEXO 2).

Os dados antropomeétricos (peso, estatura e circunferéncia da cintura) foram obtidos
apos a entrega dos formularios de registros alimentares. Em seguida, para determinar as
concentragfes de Hg total, cortou-se uma pequena quantidade de cabelo das voluntarias
(aproximadamente 1g de amostra) da parte posterior da cabeca, proximo a regido occipital
(nuca), com auxilio de uma tesoura de aco inoxidavel que foi higienizada com acetona a cada

corte.
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Com a finalidade de avaliar o estado nutricional das participantes em relagdo ao Se,
atividade da enzima GPx, estresse oxidativo e determinacdo dos polimorfismos, foram
coletados 20 mL de sangue por pungédo venosa. Esse procedimento foi realizado no periodo da
manha por um profissional de enfermagem capacitado, estando as voluntarias em jejum de 10
a 12 horas.

A coleta foi realizada com seringas plasticas descartaveis e agulhas de aco inoxidavel,
estéreis e descartaveis. Todos os materiais bioldgicos foram distribuidos em tubos de vidro
contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetracético), sendo que uma pequena
quantidade (sangue total) de todas as amostras foi armazenada em microtubos estéreis e
autoclavados para anélise dos polimorfismos.

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo a 3.000 rpm durante 15
minutos a 4°C, sendo extraido com pipeta automatica e acondicionado em microtubos
previamente desmineralizados, para determinacdo da concentracdo plasmaética de Se,
malondialdeido (MDA) e da capacidade de absorcdo de radicais livres de oxigénio (ORAC).
Em seguida, o residuo contendo os eritrocitos foi lavado trés vezes com 5 mL de solugédo
fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9%, homogeneizado lentamente por inversao e centrifugado
a10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e, dessa forma, obtendo-
se a massa eritrocitaria que foi extraida cuidadosamente com micropipeta e armazenada em
tubos de polipropileno desmineralizados para determinacdo do Se eritrocitario e da atividade
da enzima GPx.

Todas as amostras foram acondicionadas em gelo seco e transportadas em um
recipiente térmico por via aérea de Porto Velho para Sdo Paulo, onde as amostras foram
armazenadas em freezer -80°C até o momento das anélises no laboratorio de Nutri¢do -
Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF/USP).
Quanto as amostras de cabelo coletadas, estas foram armazenadas em envelopes de papel e
acondicionados em temperatura ambiente até o momento das analises no Laboratorio de
Anélise por Ativacdo Neutronica - LAN/CRPq — Instituto de Pesquisas Energéticas Nucleares
(IPEN/CNEN) — SP.

Todos o0s materiais utilizados (vidrarias, plasticos, ponteiras etc.) foram
desmineralizados em banho de &cido nitrico a 20%, por no minimo 12 horas e enxaguados
pelo menos 10 vezes consecutivas com agua ultra pura Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ.cm
a 25°C) para evitar a contaminacdo por minerais. Os reagentes utilizados nas analises tinham
um grau de pureza analitica (P.A.) e a agua ultrapura Milli-Q foi utilizada no preparo das

solucdes e diluicdo das amostras.
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43  AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Para avaliacdo antropométrica foram aferidos o peso, a estatura e a circunferéncia da
cintura (CC). Todas as afericdes foram realizadas por nutricionista segundo técnicas
preconizadas pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2004).

O peso foi mensurado em balanca antropométrica da marca Filizola® modelo
“Welmy”, com capacidade de 150 kg e graduagdo de 100 g. A estatura foi aferida em
estadibmetro com régua antropométrica de até 2 m e divisao de 0,5 cm acoplado a balanca. A
adequacéo do peso das participantes foi avaliado pelo indicador indice de Massa Corporal —
IMC (Kg/m?), calculado pela razdo do peso corporal em quilos pelo quadrado da altura em
metros. Em seguida, utilizou-se a classificacdo da World Health Organization (WHO, 2000)
de acordo com o Quadro 5 a seguir, como um dos critérios para classificar o IMC das

participantes.

Quadro 5. Classificacdo do Indice de Massa Corpérea (IMC) para adultos.

Classificacéo IMC (kg/m?) Risco de Comorbidades
Baixo Peso <185 Baixo
Peso Normal ou 185 - 24,9 Médio
Eutrofia
Sobrepeso >25-29,9 Aumentado
Obesidade | 30,0-34,9 Moderado
Obesidade 11 35,0-39,9 Grave
Obesidade 111 > 40 Muito Grave

Fonte: (WHO, 2000).

A circunferéncia da cintura (CC) foi aferida com uma trena antropométrica inelastica e
flexivel, com 2 m de comprimento da marca Sanny®. Para classificacéo utilizou-se também a
referéncia da World Health Organization (WHO, 2000), citada pela Associa¢do Brasileira
para 0 Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO, 2009/2010), a qual
estabelece como ponto de corte para risco cardiovascular aumentado a medida da

circunferéncia igual ou superior a 80 cm em mulheres caucasianas.
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44  CONSUMO ALIMENTAR

O consumo alimentar foi avaliado por meio do registro alimentar de 24 horas, aplicado
durante trés dias, sendo dois dias da semana e um dia no final de semana. A ingestdo
alimentar das participantes foi calculada com auxilio do software NUTWIN (Departamento de
Informética da Escola Paulista de Medicina - UNIFESP). Considerando que as tabelas de
composicao de alimentos disponiveis em alguns softwares nao dispdem de dados completos
acerca do teor de Se nos alimentos, estes dados foram incluidos manualmente baseados em
andlises realizadas no Laboratério de Nutricdo e Minerais da USP.

Como houve correlagdo significativa entre os valores de energia e de Se, 0s
macronutrientes e o mineral foram ajustados pela energia e correcdo da variabilidade
intrapessoal e interpessoal (WILLET et al., 1997; WILLET et al., 1998; SLATER et al.,
2004).

A avaliacdo da ingestdo alimentar dos macronutrientes foi realizada de acordo com a
contribuicdo energética em percentual da ingestdo calorica total, utilizando o Acceptable
Macronutrient Distribution Ranges (AMDR) do Institute of Medicine (IOM, 2006), conforme
Quadro 6. As participantes foram classificadas em trés categorias, sendo elas: abaixo da

recomendacéo, dentro do intervalo de recomendacéo e acima da recomendacao.

Quadro 6. Intervalos de recomendacéo da distribuicdo de macronutrientes em percentual de
contribuicdo energética (AMDR) de acordo com I0M (2006).

Macronutrientes AMDR (Adultos >18 anos)
Carboidratos 45 — 65%
Proteinas 10 — 35%
Lipidios 20 — 35%

Fonte: IOM, 2006. AMDR: Acceptable Macronutrient Distribution Ranges.

Em relacdo a prevaléncia de ingestdo inadequada de Se, esta foi calculada utilizando a
formula proposta por Beaton (1994):
Z = (EAR — média) / desvio padréo
Os valores da Necessidade Média Estimada (EAR) utilizados para avaliar a adequagao
da ingestdo de Se também foram estabelecidos pelo IOM, 2006.
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45 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE SELENIO NO PLASMA E
ERITROCITOS

Com a finalidade de determinar as concentracGes de Se no plasma e nos eritrocitos, as
amostras foram pesadas em triplicata (300uL) em tubos de micro kjehdal, em seguida, foram
adicionados 5 mL de 4cido nitrico 65% (Merck®) e os tubos foram acondicionados em bloco
digestor. O material foi digerido por via imida 4cida a uma temperatura méxima de 150° C.
Apos este procedimento, o Se contido nas amostras foi reduzido da forma VI para a forma IV
com adicéo de 4cido cloridrico (HCI) 1,2 N durante duas horas a temperatura de 100° C. As
solucdes finais foram diluidas para um volume de 25 mL e realizou-se a leitura por
espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de hidretos acoplados a cela de quartzo
(HGQTAAS) (HITACHI®, modelo Z-5000). A curva de calibracio foi preparada utilizando os
respectivos pontos 0,0 pg/L, 0,1 pg/L, 0,3 pg/L, 0,5 pg/L, 1,0 pg/L, 3,0 pg/L e 5,0 ug/L. O
limite de deteccdo (LD) foi de 0,0016 pg/L e adotou-se um limite de confianca de 95%. O
desvio padrdo adotado para cada amostra < que 5% e os resultados foram expressos em ug/L.

O controle de qualidade externo foi realizado utilizando o material de referéncia
certificado (SERONORM SERO®) que também foi submetido aos mesmos procedimentos
realizados com as amostras. O estado nutricional em relagdo ao Se das participantes foi

classificado de acordo com os parametros descritos no Quadro 7.

Quadro 7. Valores de referéncias adotados para concentracdo de Se no plasma e eritrocitos.

Se Valores de Normalidade
(Mg/L)
Plasmatico 60 — 120
Eritrocitario 90 - 190

Fonte: VAN DAEL; DEELSTRA (1993); ORTURNO (1997).

As participantes que apresentaram concentraces plasméticas abaixo de 60 pg/L foram
consideradas deficientes, enquanto aquelas com concentracdes acima de 120 pg/L, em risco
de toxicidade. Em relacdo as concentragdes nos eritrdcitos, foram consideradas deficientes
aquelas abaixo de 90 pg/L e em risco de toxicidade, acima de 190 ug/L.

Além dos valores de referéncia descritos na Tabela 9, adotaram-se, ainda, o0s

parametros propostos por Thomson (2004), que estabelece a concentracdo minima de Se
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plasmético para 0 ndo surgimento da doenca de Keshan como 21 pg/L, o valor aceitavel para
otimizacdo da atividade das enzimas deiodinases como > 65 ug/L, o intervalo de 80 a 95 pg/L
para maximizacéo da atividade da GPx e selenoproteina P e o valor superior a 115 pg/L para

protecdo contra alguns tipos de cancer.

46  DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA GPx

A atividade da enzima GPx foi determinada nos eritrocitos com o auxilio de kit
comercial (Ransel 505-RANDOX Laboratories, Crumlin/UK) adaptado para 0 uso no
analisador bioquimico automaético (Liasys®MAS, Rome, Italy). Este método se baseia na
reacdo em que a enzima GPx catalisa a oxidacdo da GR por um hidroperdxido. Na presenca
de GPx e NADPH, a GSH é convertida a forma reduzida com a oxidacdo concomitante do
NADPH em NADH+. A diminuicdo na absorbancia a 340 mm ¢, entdo, determinada
(PAGLIA e VALENTINE, 1967). A faixa de normalidade proposta pelo kit comercial
utilizado é de 27,5 - 73,6 U/gHb. A concentracdo da hemoglobina (Hb) também foi

determinada, uma vez que a atividade da enzima foi expressa em U/gHb.

4.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DE MERCURIO NOS CABELOS

Na primeira etapa do processamento para determinacdo do Hg total, os cabelos foram
picotados em pedacos de aproximadamente 0,5 mm de comprimento com tesoura de aco inox
higienizada com acetona a cada troca de amostra. Depois disso, transferiram-se os cabelos
para um béquer limpo onde foram submersos em acetona e, em seguida, enxaguados trés
vezes com agua Milli Q e mais uma vez com acetona, conforme procedimento recomendado
pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) (FARIAS, 2006). As amostras foram
secas em temperatura ambiente e 0o armazenamento foi realizado em envelopes de papel
devidamente identificados.

Para analise das amostras e materiais de referéncia, foram pesados cerca de 0,1 a 0,15
g de amostra diretamente em um frasco de teflon fechado da marca Savillex® com capacidade
de 18,2 mL. Apoés a pesagem, foram adicionados 4 mL de acido nitrico (HNO3) e 2 mL de
4cido sulfdrico (H,SO,), ambos concentrados e da marca Merck®, que foram mantidos assim
durante a noite. No dia seguinte, para digestdo das amostras em sistema fechado, os frascos

foram colocados em bloco digestor na temperatura de 90° durante 3 h. Depois da digestdo os



49

frascos foram colocados em banho de gelo até o completo resfriamento e, em seguida, foram
adicionados 250 pL de solugdo de dicromato de potassio (K,Cr,O7) a 10% (m/v) para a
estabilizacdo do Hg.

A determinacdo de Hg total nos cabelos foi realizada pelo método de espectrometria
de absorcdo atdmica com geracdo de vapor frio (CV AAS) em equipamento FIMS-100
(Perkin Elmer®). A validacdo da metodologia, em relacio & precisio e exatidao, foi realizada
por meio da andlise em triplicata dos materiais de referéncia (Human Hair- IAEA 086, GBW
09101 - Human Hair e BCR CRM 397 - Human Hair) com valor certificado de concentracédo
para Hg total, e os resultados obtidos estdo presentes no Quadro 8.

As determinacgdes de Hg total em cabelos foram realizadas no Laboratorio de Analise
por Ativacdo Neutronica (LAN) do Centro do Reator de Pesquisas (CRPq) do IPEN —
CNEN/SP.

Quadro 8. Resultados (meédia = desvio padrdo da média) das analises dos materiais de
referéncia utilizados na determinacao de Hg total (n= nimero de determinacdes).

Valores Valores Obtidos DPR ER
Amostras Certifica(lios (Média delsvio) (%) (%)
(Mg kg ™) (Mg kg ™)
|AEA 086 573 + 39 615 + 68 11,1 7,3
(n=8)
GBW 09101 2160 + 210 1975 + 86 43 8,6
(n=4)
BCR CRM 397
(h=2) 12300 + 500 11688 + 32 0,27 5,0

IAEA- International Atomic Energy Agency.

IAEA 086 - Methylmercury, Total Mercury and other trace elements in Human Hair (IAEA, May 2000).

CRM 397 - Certified Reference Material, Trace Elements in Human Hair, BCR- Community Bureau of Reference,
(Brussels, January 1991).

GBW 09101 - Certified Reference Material, Human Hair (China, April 1988).

DPR- Desvio Padréo Relativo

ER- Erro relativo

Quanto ao limite de detec¢do (LD) — a menor concentragcdo do analito em uma amostra
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob determinadas condicoes

experimentais — foi determinado diretamente da curva de calibragdo, construida utilizando a
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técnica de regressdo e considerando um nivel de confianca de 95%. O valor encontrado para o
limite inferior de deteccéo foi da ordem de 0,01 ng mL™, resultado compativel com os estudos
encontrados na literatura para determinacdo de Hg (HORVAT, 1996; SKOOG et al., 2002;
FARIAS, 2009). Em relacdo ao limite de quantificacdo (LQ), também conhecido como limite
de determinacdo, que indica qual a menor concentracdo do analito que pode ser detectada por
um método qualquer que estd sendo empregado, com um nivel aceitdvel de precisdo e
veracidade. Pode ser considerado ainda como a concentracdo do analito correspondente ao
valor médio do branco, mais 5 e 6 ou 10 desvios padrdo (FARIAS, 2009). O valor encontrado
para o limite de quantificaco para esta pesquisa foi da ordem de 1ngmL™.

Os resultados das andlises dos materiais de referéncia apresentaram desvio padrdo
relativo (DPR) variando de 0,27 a 11% e ER (Erro Relativo) de 5 a 8,6%, comprovando a
precisdo e exatiddo do método, respectivamente.

Para classificar o diagnéstico em relacdo as concentragdes de Hg nos cabelos das
participantes, os resultados encontrados foram comparados aos estabelecidos pela WHO
(1990), o qual considera 2000 ng g™ para populacdes ndo expostas e 6000 ng g* como

indicador de exposicao para Hg.

48 DETERMINACAO DA  CONCENTRACAO  PLASMATICA  DE
MALONDIALDEIDO (MDA)

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio das concentracdes de MDA no
plasma, obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/PDA), quantificando a
reacdo do MDA com dinitrofenilhidrazina (DNPH) utilizando absorbéncia de 308 nm, de
acordo com o método adaptado de Rezaei, Jamshidzadeh e Sanati (2013). Antes do
processamento das amostras foi construida uma curva de calibracdo utilizando uma solugédo
estoque de MDA com 22 pL de tetrametoxipropano e 10 mL de &cido sulfdrico a 1%. Os
pontos da curva utilizados foram 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 ¢ 12,0 uM. Utilizou-se 0
aparelho de HPLC da marca Shimadzu (Kyoto, Japéo), 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 mdvel constituida de 50% de H,0
deionizada e 50% de acetonitrila, acidificada com 2% de acido acético. A taxa de fluxo de

ingestdo da amostra foi de 1 mL/minuto e o tempo de corrida de 15 minutos.
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Com o objetivo de liberar o MDA das proteinas plasmaticas, foram adicionados 10 pL
de hidroxido de s6dio 4M nos microtubos que continham 100 pL de plasma e, em seguida,
estes foram agitados em vortex. ApoOs este procedimento, as amostras foram incubadas no
aparelho Vortemp® a 60°C durante 30 minutos para posteriormente serem acondicionadas no
gelo por 5 minutos. Depois do resfriamento foram adicionados 150 puL de acido sulfarico a
1% e agitou-se em vortex vigorosamente para precipitacdo das proteinas. Novamente,
incubou-se no gelo por mais 5 minutos, seguindo-se de uma centrifugacdo a 14000 rpm por
10 minutos. Foram retirados 175 uL do sobrenadante que foram transferidos para um novo
microtubo, onde foi adicionado 25 pL de DNPH (0,001 g/mL) permanecendo a temperatura
ambiente por 30 minutos protegidos de luz. Centrifugou-se novamente o microtubo a 14000
rpm por 5 minutos e 150 uL. do sobrenadante foi transferido para um vial, do qual foi injetado
100 pL no aparelho HPLC.

A determinacdo da concentracdo plasméatica de malondialdeido foi realizada no
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas no laboratério de Toxicologia, que tem
como responsavel a professora Ana Paula de Melo Loureiro da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (USP).

49 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE ABSORCAO DE RADICAIS DE
OXIGENIO (ORAC)

A capacidade antioxidante total do plasma foi realizada por meio do método ORAC,
proposto por Prior et al. (2003), que baseia-se na mensuragéo da inibi¢do do radical peroxil, o
que demostra resisténcia aos danos oxidativos. Para isso, 0 plasma foi desproteinizado com
acido perclorico e, posteriormente, as amostras foram diluidas 10x com tampéo fosfato (pH
7.4).

As analises foram realizadas em triplicata utilizando 25 pL de amostra em microplaca
de 48 pogos, adicionando-se, posteriormente, 150 pL de solucdo de fluoresceina e 25 pL de
2,2-azobis (aminopropano) di-hidroclorido (AAPH) por injetores automaticos do leitor de
microplacas (Biotech Synergy H1).

Utilizou-se uma curva padréo de Trolox preparada com as seguintes concentraces:
100 pM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM e os resultados foram expressos em pumol de
Trolox (umol TE/mL).
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410 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DOS POLIMORFISMOS

Para extracdo do DNA de sangue total utilizou-se o kit PureLink™ Genomic DNA
(Invitrogen, CA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante. Em seguida foi feita a leitura em
espectrofotdmetro (Nanodrop®) nos comprimentos de onda (1) de 260nm (DNA) e 280nm
(proteina). O DNA foi considerado integro e de boa qualidade quando a razdo 260/280 foi
maior que 1,8, sendo descartadas aquelas com valores abaixo deste parametro. A
quantificagdo do DNA das amostras foi realizada neste mesmo equipamento, sendo 0s
resultados obtidos em ng/pL. As amostras com concentracfes inferiores a 10 ng/uL foram

descartadas, tendo em vista que esta era concentracdo minima padronizada.

4.10.1 Determinacéo do Polimorfismo Pro198Leu (rs 1050450).

Para analise de genotipagem, o DNA do sangue total sera extraido a partir do
kit Purelink Genomic DNA, da Invitrogen, Life Technologies, e, em seguida, 0 mesmo sera
quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop, sendo o resultado expresso em ng/mL. Sera
utilizada a razdo 260/280 superior a 1,7 e inferior a 2,0 como parametro de qualidade do
DNA. Amostras com a razdo abaixo desse valor serdo reextraidas. O DNA gendmico de todas
as amostras sera ajustado em agua autoclavada para uma concentracdo de 10 ng/mL e volume
final de 20 uL. Um total de 2 uLL de DNA sera usado para a reacdo 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; part number
4331349) e primers especificos para 0 SNP (RS1050450), primer forward CATCGAAGCCCTGCTGTCT
e primer reverse CACTGCAACTBCCAAGCA.

A genotipagem da populagdo do estudo serd realizada pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays, da Applied Biosystems®, utilizando as condicBes de termociclagem
recomendadas pelo fabricante. Este sistema é baseado na analise end-point da RT-PCR (Real
time — PCR, ou Reacéo em cadeia da Polimerase em Tempo Real).
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4.10.2 Determinagéo do Polimorfismo GSTM1

As reacbes de PCR em tempo real (QPCR) foram realizadas em placas especificas de
96 pocos no equipamento StepOne Plus, utilizando o sistema para detec¢cdo de produtos de
amplificacdo TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para o polimorfismo
GSTM1 foram selecionados primers forward 5-AAGATTCGTGTGGACATTTTGGA-3' ¢
reverse 5" TCTGGATTGTAGCAGATCATGCC-3' e probes (FAM-CAGACCATGGACA-
ACCA-MGB; 100 puM) marcados com fluoréforo FAM. Para controle enddgeno utilizou-se a
B-2-microglobulina (B2M) forward 5-TTGTTTCACTGTCCTGAGGACTATTTAT-3' ¢
reverse S5-ATGTTACTCTGTCAATGTTCTCCACAT-3" Os probes utilizados foram
marcados com fluoréforo VIC (VIC-CTCTAACATGATAACCCTCAC-MGB; 100 pM)
(COVAULT et al., 2003).

As amostras foram submetidas a seguinte termociclagem: 50°C por 2 min; 95°C por
10 min seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Ao final, eram
considerados validos apenas 0s resultados cuja reacdo apresentasse curva de dissociagdo com
apenas um pico, referente a temperatura de melting do primer utilizado em cada reacdo. A
presenca da delecdo no gene GSTML1 foi estabelecida quando os valores de Ct (threshold
cycle) foram superiores a 35 ciclos, conforme padronizacdo realizada por Covault et al.
(2003). De forma aleatoria, foram selecionadas 20% das amostras deletadas para confirmar a
delecéo e em 100% delas houve concordancia dos resultados.

411 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados no software SPSS versdo 20.0 e os resultados
expressos como média, desvio padréo, valores minimos e maximos. Testou-se a normalidade
dos dados usando o teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancia, o de
Levene. O teste T-Student para amostras independentes e 0 ANOVA seguido de Tukey para
comparacdo de médias entre os parametros. Para o teste de correlacdo, utilizou-se o de
Pearson. Nas analises de regressdo, empregou-se o modelo de regressdo linear simples e o
modelo de regressdo linear mdltipla para selecionar as variaveis de ajuste. As variaveis
testadas nos ajustes dos modelos mdltiplos foram idade, indice de massa corporea,
escolaridade, renda e ingestdo energética. Para estes adotou-se o método de backward.

Foram consideradas estatisticamente significantes as analises com p < 0,05.



54

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Participaram do estudo 200 mulheres voluntarias da cidade de Porto Velho (RO),
selecionadas de uma amostra de conveniéncia. A média de idade das participantes foi de 26,3
+ 7,5 anos. Conforme a etnia relatada pelas voluntarias, 93% informaram ser pardas e a
maioria cursava 0 ensino superior. Quanto a renda, houve uma maior prevaléncia de
participantes que ganhavam mais de quatro salarios minimos e 75% afirmaram néo realizar
atividade fisica. Em relagéo ao historico de doencas cronicas ndo transmissiveis na familia, as
mais descritas foram hipertensdo arterial e diabetes. Nenhuma participante era fumante ou
fazia uso de bebidas alcodlicas. Todas residiam no estado de Ronddnia ha no minimo 10 anos.
Os dados acima mencionados estéo representados de forma detalhada na Tabela 1.

De acordo com o censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2011), a populacéo brasileira era constituida de 190.755.799 de habitantes, sendo que
428.527 pertenciam a cidade de Porto Velho. Desse total, 49,2% eram do género feminino.

Ainda neste censo, 47,7% dos habitantes do Brasil classificaram-se como brancos,
7,6% como pretos, 43% como pardos, 1,1% como amarelos e 0,4% como indigenas. A
distribuicdo por cor ou raca reflete padrdes historicos de ocupacdo e movimentos relacionados
a dindmica econdmica. As maiores propor¢des de pardos (5,8%) estdo nas regides norte e
nordeste, enquanto os pretos estdo mais presentes na Bahia (17%) e no Rio de Janeiro
(12,4%). Em Rondonia, 35,3% se declararam brancos, 55,6% pardos e 6,9% pretos,
corroborando com dados obtidos nesta pesquisa.

Dentre os dados apresentados ressalta-se, ainda, a presenca de DCNT nos antecedentes
familiares das participantes. De acordo com Silva-Junior (2009) e Schmidt et al., (2011),
72% das mortes ocorridas em 2007 no Brasil, foram atribuidas as DCNT. O aumento da
prevaléncia de diabetes e hipertensdo paralelamente ao excesso de peso esta associado a
mudancas desfavoraveis na dieta e na atividade fisica (SCHMIDT et al., 2011).

O Brasil tem colocado em pratica importantes politicas para prevengdo das DCNT.
Como exemplo, destaca-se a implantacdo do plano de acdo de 2008 a 2013 da Organizacao
Mundial da Saide (WHO) que teve como foco quatro doencas: cardiovasculares, diabetes,
cancer e doencas respiratorias cronicas, responsaveis por 58% das mortes no Brasil em 2007
(WHO, 2010; SCHMIDT et al., 2011). O elevado numero de casos dessas doencgas nos dias
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atuais justifica os resultados da porcentagem relatada pelas participantes do estudo sobre o

historico de doengas na familia.

Tabela 1. Caracteristicas socioecondmicas das voluntarias.

n %

Parda 186 93,0

Etni Branca 11 55

tnia

(n=200) Neqra 2 1,0
Indigena 0 0

Oriental 1 0,5

Fundamental 8 50

) Ensino Médio 19 10,0

E]s_clc;lgrldade Superior Incompleto 103 60,0

Superior Completo 40 23,0

Pés-Graduacéo 3 2,0

Até 1 Salario Minimo® 9 6,0

Eﬁgg; 2 a 3 Salérios Minimos 58 35,0

Acima de 4 Salarios Minimos 96 59,0

Atividade Fisica Sim 51 25,0

(n=200) N4o 149 75,0

Dislipidemias 16 8,6

DCNT Obesidade 37 20,0

(n=186) Diabetes 62 33,3

Hipertensdo Arterial 58 31,1

Outras 13 7,0

!Salario Minimo vigente no ano de 2011 (R$ 545,00)

52  AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Os resultados antropométricos, de acordo com o Indice de Massa Corporea (IMC)

estdo apresentados na tabela 2 a seguir.
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Tabela 2. Classificacio das participantes segundo o Indice de Massa Corporéa (IMC).

Classificacdo do IMC (kg/m?) n %
Eutrofia (18,5 - 24,9) 186 93%
Sobrepeso (> 25 - 29,9) 13 6,5
Obesidade grau | (30,0 - 34,9) 1 0,5

A Figura 5 apresenta os resultados da Circunferéncia da Cintura (CC) das
participantes. Do total, 172 voluntérias (89,1%) apresentavam CC dentro dos valores de
normalidade e 21 (10,9%) em risco aumentado de DCNT.

Figura 5. Circunferéncia da Cintura das voluntérias de acordo com WHO (2000). Ponto de
corte assinalado em azul (80 cm) constitui risco aumentado para o desenvolvimento de
DCNT. Porto Velho, 2015.
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Considerando as estimativas de prevaléncia das condi¢des déficit e excesso de peso
de acordo com o IMC, os dados da POF 2008/2009 da populacéo brasileira acima de 19 anos
de idade revelaram que 3,6% das mulheres brasileiras foram classificadas com déficit de peso,

principalmente nas mulheres muito jovens (20 a 24 anos de idade) ou muito idosas (75 anos
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ou mais). O excesso de peso foi diagnosticado em cerca de metade das mulheres, excedendo
em 13 vezes a frequéncia de déficit de peso nestas, e o diagndstico de obesidade foi de 16,9%.

Ainda de acordo com a POF 2008/2009, observou-se que tanto 0 excesso de peso
como a obesidade aumentaram de frequéncia nas idades entre 55 a 64 anos, declinando nas
idades subsequentes. Em relagdo as mulheres da regido norte, o déficit de peso foi de 3,5% no
domicilio urbano e 4,2% no rural, 0 excesso de peso, 48% no urbano e 47,9% no rural, e a

obesidade, 17% e 16,5%, respectivamente.

5.3 CONSUMO ALIMENTAR

A ingestdo média de energia das voluntarias foi 1318,01 + 265,48 kcal/dia. Os
macronutrientes foram avaliados de acordo com os intervalos de recomendacdo da
distribuicdo em percentual da contribuicdo energética (AMDR) do Institute of Medicine
(2006). Verificou-se que a maioria (59%) das participantes apresentou uma ingestdo de
carboidratos abaixo da recomendacdo, enquanto, em relacdo as proteinas, uma elevada
porcentagem (76%) apresentou ingestdo dentro do intervalo de referéncia e o consumo de

lipidios foi acima da recomendacdo em 48% delas (Figura 6).

Figura 6. Distribuicdo das participantes segundo a adequacdo da ingestdo dos
macronutrientes de acordo com a recomendacdo da distribuicdo em percentual da energia
(I0M, 2006). Porto Velho, 2015.
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A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008/2009) avaliou o consumo alimentar
de 34.003 brasileiros, levando em consideracdo o género e a faixa etéria. Foi observado que o
consumo energético médio da populacédo brasileira em geral variou de 1.490 a 2.289 kcal. Na
regido norte, observaram-se médias de ingestdo energética acima da média nacional e das
demais regides do pais, variando de 1.660 a 2.496 kcal. Entre as mulheres, a faixa etéaria de 19
a 59 anos apresentou ingestdo energética média de 1.710 kcal, sendo a média na area urbana
de 1.713 e na area rural 1.694 kcal.

Dados do Estudo Nacional de Despesa Familiar (ENDEF) de 1974/75 e as POFs
(1987/88; 1995/96 e 2002/03), verificaram diminuicdo de cerca de 9% na participacdo relativa
de carboidratos, acarretando valores considerados minimos para este macronutriente (55,9%).
No entanto, no estudo da POF 2008/2009, a porcentagem de contribui¢do dos macronutrientes
obedeceu as faixas de recomendacdo. A média da porcentagem de contribuicdo de
carboidratos nas dietas das mulheres brasileiras foi de 56,2 a 57,6%, a de proteina de 16, 4% e
de lipidio 27,2%. Ao avaliar as participantes da regido norte, as médias de contribuicéo foram:
56,5% para carboidrato, 17,6% para proteina e 25,6% para lipidio.

A manutencdo do peso corpéreo € primariamente determinada pelo consumo e
utilizacdo de carboidratos e lipideos. As proteinas contribuiram com uma fracdo pequena e
relativamente constante no consumo energético total. A auto regulacdo dos estoques de
carboidratos e proteinas no organismo humano ocorre de maneira eficiente, enquanto o
mecanismo de regulacdo de armazenamento de lipidios é pouco eficiente. O papel
fundamental dos carboidratos (acUcares e amido) é o de fornecer energia para as células do
organismo, particularmente para o cérebro, Unico 6rgdo dependente exclusivamente destes
nutrientes (EGASHIRA; MIZIARA; LEONI, 2014).

Os lipidios sdo importantes na alimentacdo, pois fornecem energia de alta densidade e
participam no valor energético total da dieta. Ao longo dos Ultimos anos, rapidas mudancas na
dieta e no estilo de vida vém ocorrendo com a industrializagdo, urbanizacgdo, desenvolvimento
econémico e, mais recentemente, a globalizacdo, propiciando significativo impacto na salde e
no estado nutricional da populacdo do mundo. As DCNT, incluindo obesidade, diabetes
melito, doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial e alguns tipos de céncer, tém
comprometido o periodo de vida economicamente ativo de varios individuos. Com relacao as
mudancas dietéticas, uma das principais alteracdes observadas € o incremento de éleos e
gorduras em preparacOes e em alimentos industrializados (SANTOS e AQUINO, 2014).

Apesar de as voluntarias ndo apresentarem doengas cronicas auto-relatadas, destaca-se que
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houve histdrico de varias DCNT na familia, constituindo fator de risco para desenvolvimento
destas nas participantes.

A ingestdo alimentar de Se também foi avaliada nestas participantes, apresentando
média de consumo de 49,3 + 19,1 pg/dia (Tabela 3). Observou-se que esta média foi superior
a recomendacdo da EAR (45 pg/dia), entretanto, em relacdo a prevaléncia de ingestdo
inadequada de Se, estimada conforme a formula de Beaton (1994), notou-se que 40,9% das

participantes apresentaram inadequacéo da ingestdo, ou seja, consumo abaixo da EAR.

Tabela 3. Ingestdo alimentar de Se (pg/dia) das participantes (n = 193).

Se (ug/dia)
Média 49,34
Desvio Padrdo 19,15
Mediana 46,43
Minimo 10,38
Maximo 185,20

Segundo os resultados da POF 2008/2009, a média do consumo de Se da populagdo
feminina com idade entre 19 e 59 anos foi de 76,2 pg/dia. Na regido norte, este mesmo grupo
apresentou consumo médio de 104,8 pg/dia, superior ao das outras regides do Brasil, centro-
oeste (69,7 ug), nordeste (79,3 ug), sudeste (71,4 ug) e sul (73,7 pg). Tais resultados,
independente da regido, foram superiores ao obtido neste estudo. A prevaléncia de
inadequacdo da ingestdo de Se neste mesmo grupo foi de 13,7% no pais, sendo de 9,1% na
regido norte.

Silva (2013), ao avaliar a ingestdo alimentar de Se de adultos saudaveis da cidade de
Fortaleza (CE) observou consumo médio de 79 pg/dia e somente 15,1% dos participantes
apresentaram média de ingestdo abaixo da EAR.

De acordo com as pesquisas realizadas no Laboratorio de Nutricdo - Minerais, a
ingestdo de Se na populacdo brasileira varia de 18 a 200 pg/dia (CINTRA, 1990, BORTOLI,
2010; DONADIO 2011; MAIA, 2008; SILVA, 2013).

Donadio (2011) avaliou individuos adultos saudaveis do estado de Sdo Paulo e
observou um consumo médio de 41,2 pg/dia. No estudo de Bortoli (2010), realizado com
mulheres da cidade de S&o Paulo, Cubatdo (SP) e Novo Airdo (AM), verificou-se um

consumo médio de 57,1 pg/dia, 53,3 pg/dia e 53,9 pg/dia, respectivamente. Esses dados
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mostraram que ndo houve diferenca significativa entre as cidades e/ou estados avaliados.
Rocha et al. (2014) ao avaliarem o consumo alimentar de Se de criancas de duas comunidades
ribeirinhas de Porto Velho (RO), verificaram que as criancas que residiam na localidade de
Demarcacdo consumiam menos Se (41,8 pg/dia) que a localidade denominada Gleba do Rio
Preto (179 pg/dia). A diferenca observada foi atribuida ao fato de as criangcas da segunda
comunidade consumirem mais alimentos in natura, enquanto as criangas da primeira, em
virtude da sua localizacdo geografica, tinham mais acesso a alimentos industrializados.

Ressalta-se, que todos esses dados referentes ao consumo brasileiro de Se,
independente da regido, ndo ultrapassaram o Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL) de
400 pg/ dia (I0M, 2006).

A determinacdo do consumo de Se ndo é uma tarefa facil em virtude das dificuldades
existentes em relacdo aos métodos que avaliam a ingestdo alimentar e, além disso, em razéo
do nimero reduzido de tabelas que apresentam a concentragdo do mineral nos alimentos
brasileiros (FERREIRA, 2002). Aliado a essas questdes, & preciso ressaltar que as
concentracdes do mineral nos alimentos sdo proporcionais a quantidade do mesmo nos solos,
dessa forma, um mesmo alimento pode conter concentraces de Se muito diferentes. Por isso,
os valores de ingestdo de Se apresentados poderiam ser diferentes caso houvesse dados da
concentracdo do mineral em alimentos cultivados em solo rondoniense. Mesmo assim, a
dificuldade em estimar a ingestdo do Se continuaria existindo, pois ndo seria facil rastrear de
forma rigorosa a origem dos alimentos consumidos pelas participantes.

A ingestdo de castanha-do-brasil também foi mensurada, visto que é considerado o
alimento mais rico em Se. Apenas uma voluntéria afirmou ter o habito de consumi-la
regularmente, coincidindo ser justamente aquela que apresentou o maior consumo de Se
(438,97 pg/dia), bem como as maiores concentragcdes do mineral no sangue. Por isso, essa

participante ndo foi incluida nas analises por ser considerada como outlier.

54 MARCADORES BIOQUIMICOS DO ESTADO NUTRICIONAL RELATIVO AO
SELENIO

A tabela 4 apresenta as concentracfes de Se (ug/L) no plasma e eritrocitos das

participantes.



61

Tabela 4. Concentracdo de Se (ug/L) no plasma e nos eritrocitos das participantes (n=192).

PLASMA ERITROCITOS
Média + DP 49,8 + 18,6 75,4 +29,9
Mediana 47,0 73,0
Minimo 5,8 18,4
Maximo 109,4 153,2

DP: Desvio Padrao.

Destaca-se que o plasma reflete o estado nutricional atual (FAIRWEATHER-TAIT,
1997). De acordo com Thomson (2004) e Van Dael e Deelstra (1993), o Se plasmatico é
considerado o biomarcador mais acessivel para avaliacdo do status do mineral, por isso é o
mais utilizado, pois permite avaliar as mudancas em curto prazo, respondendo de forma
répida e sensivel conforme a ingestdo alimentar. E importante mencionar que essa resposta
pode ser influenciada por fatores como a idade, o estado fisiologico do individuo e a forma do
Se consumida.

De acordo com o parametro proposto por Van Dael e Deelstra (1993), verificou-se que
a maioria das participantes apresentou deficiéncia de Se (69%), enquanto uma porcentagem
menor apresentou adequacdo (29,5%), e outra mais reduzida em risco de toxicidade (1,5%).

A Figura 7 apresenta os resultados da concentracdo de Se plasmatico conforme os
parametros proposto por Van Dael e Deelstra (1993), assim como os intervalos estipulados
por Thomson (2004), que propde valores minimos de Se no soro para prevencdo da doenca de
Keshan, otimizagdo da atividade das deiodinases, maximizacdo da atividade da GPx e da
selenoproteina P e, ainda, para protecdo contra alguns tipos de cancer.

Apenas 4,1% das voluntarias apresentaram-se em risco para doenca de Keshan e
78,4% delas baixa otimizagdo para as deiodinases. Para o ponto de corte de otimizacdo da
GPx e selenoproteina P, a maioria (93,3%) apresentou baixa otimizagdo. Quanto ao intervalo
de protecdo contra alguns tipos de cancer 99% ndo estavam protegidas.

Dessa forma, de acordo com as duas referéncias selecionadas para avaliar a
concentracdo de Se no plasma, verifica-se que a maioria das voluntarias, alem de apresentar
deficiéncia do mineral.

No Brasil, poucos estudos avaliaram o estado nutricional relativo ao Se em adultos
saudaveis. Coutinho (2003) avaliou este parametro em praticantes de capoeria residentes em

Sdo Paulo e observou a média de 78,7 pg/L de Se no plasma. Maia (2008) avaliou 29
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paulistanos e 28 cearenses e observou uma média de Se plasmético de 66,5 pg/L e 57,6 pg/L,

respectivamente.

Figura 7. Distribuicdo da concentracdo plasmatica de Se (ug/L) das participantes (n=194)
segundo os pardmetros porpostos por Van Dael e Deelstra (1993) e Thomson (2004). Porto
Velho, 2015.
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#Intervalo proposto por Van Dael e Deelstra (1993) (60 - 120 pg/L).

Pontos de corte propostos por Thomson (2004):

b Prevengdo do surgimento da doenga de Keshan (> 21 pg/L).
¢ Otimizagio da atividade das deiodinases (> 65 pg/L).

¢ Maximizacao da GPx e selenoproteina P (> 80 - 95 pg/L).

¢ Protecéo contra alguns tipos de cancer (> 115 pg/L).

Bortoli (2010) avaliou mulheres saudaveis e encontrou uma média de 81,7 pg/L nas
voluntarias residentes em Sao Paulo, 60,7 pg/L no grupo de Cubatdo (SP) e de 101,8 pg/L
nas mulheres de Novo Airdo (AM). A média de Se plasmético obtida na ultima localidade
citada foi justificada pelo fato de a populacéo ter como habito o consumo regular de castanha-
do-brasil. Donadio (2011), ao avaliar 124 individuos residentes em S&o Paulo, obteve a média
de 54,1 pg/L. Santos (2013) também determinou as concentragcdes do mineral no plasma de

176 individuos do Ceara e observou uma meédia de 62,6 pg/L.
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A Figura 8 apresenta a distribuicdo das concentragOes eritrocitarias de Se das
participantes. Nos eritrocitos, 125 participantes (64,5%) apresentaram concentracdes abaixo

do intervalo de referéncia.

Figura 8. Distribuicdo da concentracdo eritrocitaria de Se das participantes (n=194). Intervalo
assinalado em azul (90 - 190 pg/L) constitui os parametros de normalidade proposto por Van
Dael e Deelstra (1993) e Ortufio (1997). Porto Velho, 2015.
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Ao contréario do plasma, a concentragdo de Se eritrocitario reflete o estado nutricional
pregresso por responder de forma mais lenta as alteragBes no estado nutricional. Essa resposta esta
relacionada com o tempo de meia vida das hemécias, que é de aproximadamente 120 dias
(FAIRWEATHER-TAIT, 1997; VAN DAEL e DEELSTRA, 1993).

Houve correlacéo entre as concentracdes de Se plasmatico e eritrocitario (r = 0,629; p <
0,001), ou seja, quanto maior a concentragdo de Se no plasma, maior a sua concentragdo nos
eritrocitos.

As Tabelas 5 e 6 apresentam o0s resultados das andlises de regressdao da ingestdo
alimentar de Se em relacdo as concentracdes do mineral no plasma e nos eritrocitos,

respectivamente.
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Tabela 5. Coeficiente de regressdo da ingestdo alimentar de Se (ug/dia) como variavel
independente que influenciou a concentracdo do mineral no plasma (pg/L) das participantes.

Variavel independente B p-valor® R* ajustado p-valor®

Ingestéo alimentar de Se (ug/dia)® 0,278 0,112 0,277 0,026

Modelo ajustado pela escolaridade (anos de estudo), idade (anos), ingestdo energética (kcal/dia) e circunferéncia
da cintura (cm).

#Valor de p referente ao coeficiente p.

®Valor de p referente ao R ajustado

As analises de regressao mostraram que houve associacdo positiva entre o consumo de
alimentar de Se (ug/dia) e as concentracbes do mineral no plasma (ug/L) e nos eritrocitos
(Mg/L). O coeficiente de correlagdo (R?) da ingestao alimentar de Se em relacéo ao plasma foi
27,7% e nos eritrdcitos 36,3%. Estes coeficientes expressam a porcentagem da variabilidade

das concentragcfes sanguineas de Se que sao explicadas pela ingestdo alimentar do mineral.

Tabela 6. Coeficiente de regressdo da ingestdo alimentar de Se (ug/dia) como variavel
independente que influenciou a concentragdo do mineral nos eritrocitos (ug/L) das
participantes.

Variavel independente B p-valor’  R®justado  P-valor’

Ingestéo alimentar de Se (ug/dia)® 0,154 0,301 0,363 0,001

Modelo ajustado pelo consumo alimentar de Se (ug/dia), idade (anos), circunferéncia da cintura (cm), indice de
massa corpérea (kg/m?), escolaridade (anos de estudo) e renda (salarios minimos).

Valor de p referente ao coeficiente .

®Valor de p referente ao R? ajustado

No estudo de Maia (2008), a média da concentracéo eritrocitaria de Se em adultos residentes
em Séo Paulo foi de 80 pg/L e do Ceara 122,4 pg/L. Silva (2013), encontrou a média de 101,5
Mg/L de Se nos eritrocitos dos participantes do Ceard. Adame et al. (2012), que avaliou
espanhois, encontrou a média de 104, 6 pg/L.

Bortoli (2010), obteve a média de 83,3 pug/L nas participantes de S&o Paulo, 85,9 pg/L
no grupo de Cubatdo (SP) e de 199,8 pg/L nas muheres de Novo Airdo (AM). A média
elevada encontrada na comunidade de Novo Airéo fol justificada pelo fato de a populagéo do
estado do Amazonas apresentar o habito de consumir regularmente a castanha-do-brasil.

Houve ainda, correlacdo positiva entre os valores de Se plasmatico e eritrocitério, indicando
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que aquelas participantes cujo o teor estava mais elevado em um dos compartimentos
sanguineos, também se encontrava da mesma forma no outro (r = 0,7018; p< 0,0001).

Segundo Lemire et al. (2006) a populacdo da Amazbnia brasileira apresenta
concentracdo de Se no sangue total que varia de normal a relativamente alto. Entretanto, este
resultado ndo foi observado no presente estudo, pois a maioria das participantes apresentou
concentragdes abaixo da referéncia. Todavia, esta pesquisa foi composta por mulheres
residentes em uma capital urbana, diferente dos locais de trabalho das pesquisas de Lemire et
al (2006), realizados em comunidades ribeirinhas do Para. Estes pesquisadores avaliaram 236
adultos de seis comunidades ribeirinhas ao longo do rio Tapajos e verificaram que 34,3%
possuiam concentragdes elevadas e nove individuos (3,8%) apresentaram valores acima dos
estipulados para toxicidade. O valor mais baixo encontrado do mineral foi de 142 ug/L.

Em outra pesquisa realizada por Lemire et al. (2011) na mesma regido, foram
avaliados 407 voluntarios e apenas seis participantes (1,5%) apresentaram deficiéncia de Se,
enquanto 3,2% apresentaram concentraces entre 560 e 1000 pg/L e 10% concentragdes
superiores a 1000 pg/L. Segundo os pesquisadores, a concentracdo elevada de Se no sangue
foi devida aos habitos alimentares da populacdo, uma vez que a mesma sobrevive de
alimentos cultivados nas proprias comunidades.

De acordo com os estudos de Pinheiro et al. (2005), Rocha et al. (2014) e Lemire et al.
(2006, 2009, 2010 e 2011), que avaliaram o status de Se em comunidades ribeirinhas da
Amazonia, observa-se que hd uma relacdo entre a concentragdo do mineral no sangue e a
cultura alimentar regional.

N&o existem muitos trabalhos realizados no Brasil e no mundo que tenham avaliado o
status de Se de populagdes ndo acometidas por doencas, a maioria das pesquisas avaliou
individuos doentes. Portanto, este trabalho contribuira para o melhor conhecimento das
condicBes dessa populacdo quanto a esse mineral. Constatou-se que o habito alimentar urbano
ndo incluia o consumo de castanha-do-brasil nem de outros alimentos cultivados em solos da

regido, que constituiriam, dessa forma, uma excelente fonte do mineral.

5.5  SELENIO E ATIVIDADE DA ENZIMA GPx

A atividade da enzima GPx foi avaliada nos eritrocitos de 195 participantes e 0s seus
valores foram corrigidos e ajustados pela concentracdo de hemoglobina, sendo apresentados

em U/g Hb. Apenas 6% das voluntérias avaliadas apresentaram baixa atividade da enzima e
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87% atividade normal (Figura 9). O valor médio da atividade da GPx foi de 45,1 + 19,3 U/g
Hb. Dessa forma, pode-se inferir que a ingestdo alimentar de Se embora baixa, nao teve influéncia
na atividade enzimatica da GPx que é um biomarcador sensivel e que avaliado nos eritrocitos
pode refletir a ingestdo em longo prazo do mineral (BROWN, 2001; LEI, 2007).

Figura 9. A atividade da enzima GPx peroxidase das participantes. Intervalo assinalado em
azul (27,5 a 73,6 U/g Hb) representa a referéncia proposta pelo Kit da Randox®. Porto Velho,
2015.
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Dados da literatura sobre atividade eritrocitaria da GPx s8o escassos, 0s existentes
avaliaram a atividade da enzima no plasma, dificultando as compara¢cfes com o0s resultados
deste trabalho. No entanto, Olusi (2002), ao realizar seu estudo no Kwait com adultos
eutroficos observou media de 98,3 U/g Hb, sendo este valor considerado elevado. Ko et al.
(2005), ao avaliar chineses, encontrou a média de atividade da GPx nos eritrocitos de 51,3
U/g Hb, enquanto Moradi et al. (2009), ao avaliar em mulheres iranianas observaram a média
de 20, 3 U/g Hb.

De acordo com os estudos brasileiros, Maia (2008) observou atividade media de 47,7
U/g Hb para adultos residentes em S&o Paulo e de 52,8 U/g Hb no Ceara. Bortoli (2010),
observou a média de 73,3 U/g Hb nas mulheres amazonenses, 37,1 U/g Hb nas voluntarias de
Sdo Paulo e de 38,2 U/g Hb nas de Cubatdo. A média na pesquisa de Donadio (2011) com
paulistanos foi de 40,1 U/g Hb, e Silva (2013) em voluntarias do Cear4, obteve 38,6 U/g Hb.
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A atividade da GPx esta fortemente correlacionada com a concentragdo sanguinea de
Se, portanto um consumo inadequado de Se pode ocasionar reducdo da atividade da GPx, o
que, por sua vez, afeta a resposta celular em relacdo a acdo de agentes oxidantes,
desencadeando o surgimento do estresse oxidativo (COMINETTI et al., 2011).

Segundo Crespo-Lépez et al. (2009), as glutationas podem atuar como a principal
linha de defesa contra os compostos de Hg e conforme Herculano et al. (2006), altas
concentracdes da enzima podem servir de protecdo contra a intoxicacdo do metal.

Pinheiro et al. (2008), realizou uma comparacdo entre concentracfes de Hg e a defesa
antioxidante de mulheres saudaveis residentes em trés comunidades ribeirinhas da Amazonia,
sendo duas comunidades consideradas expostas ao metal, localizadas na bacia do rio Tapajos
e a outra localizada na bacia do rio Tocantins. O estudo tinha como finalidade detectar
possiveis alteracBes no estado antioxidante em razdo da exposicdo ao Hg. Dentre outros
parametros, foram avaliados a concentracdo da GPx no sangue total e as concentragdes de Hg
nos cabelos. Foi observada correlacdo positiva entre as concentragdes de Hg e 0 aumento da
concentracdo da enzima, ou seja, os individuos com alto teor de Hg apresentaram também

concentracdes elevadas de GPx.

5.6  SELENIO E CONCENTRACOES CAPILARES DE MERCURIO

Os resultados das analises de Hg nos cabelos das voluntérias encontram-se descritos
na Figura 10. Das 200 participantes avaliadas apenas seis (3,0%) apresentaram concentracfes
de Hg superiores ao valor de referéncia estabelecido pela WHO (1990) e apenas uma
apresentou concentragdo do metal abaixo do limite de quantificagdo (< 1 ng g*).

Em relacéo aos resultados do formulario de Hg para coleta dos cabelos, foi perguntado
para as participantes se estas possuiam tintura ou qualquer tipo de alisamento e a maioria
(63,5%) ndo possuia nenhum tipo de alisamento e 58,5% ndo tinham cabelos pintados. A
concentracdo média de Hg nos cabelos foi de 625 + 766 ng g™

A concentracdo de Hg no sangue reflete a exposicdo ao metal nas formas organica e
inorganica e pode ser influenciada pelo consumo de alimentos contaminados. O Hg
permanece na corrente sanguinea apenas alguns dias ap0s a exposic¢ao, desta maneira a analise
deve ser feita rapidamente a fim de detectar exposicdes recentes (EPA, 2005). Em relacdo a
concentracdo de Hg nos cabelos, esta é proporcional a do sangue, uma vez que este metal se

incorpora aos fios (WHO, 1990). A analise do cabelo reflete uma exposi¢do mais prolongada
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ao Hg, possibilitando a avaliacdo da concentracdo deste elemento durante periodos de tempo

maiores (PASCALICCHIO, 2002).

Figura 10. Distribuicdo da concentracdo de Hg (ng g™*) nos cabelos das participantes (n=
200). Ponto de corte assinalado em azul representa o valor de referéncia (2.000 ng g?)

proposto pela WHO (1990). Porto Velho-RO, 2015.
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Os peixes da regido Amazonica, segundo alguns pesquisadores, apresentam elevado risco de
contaminagdo por Hg (MUCKE et al., 2001; BARANY et al., 2002; KARITA e SUZUKI,
2002; LINDBERG et al., 2004; HANSEN et al., 2004). Entretanto, 97,5% das participantes
avaliadas informaram consumir este alimento de forma esporadica. Dessa forma, pode-se
inferir que as participantes deste estudo ndo apresentaram alta contaminagcdo por Hg em
decorréncia da baixa ingestao de peixes no habito alimentar. Porém, Marques et al. (2007), ao
avaliar as concentracdes de Hg de 82 mulheres urbanas de Porto Velho (RO), observaram
que, mesmo com um baixo consumo de peixes, o nivel médio de Hg nos cabelos foi elevado
(3.500 ng g™).

Em outra pesquisa realizada por Marques et al. (2013), foram avaliadas mulheres de
comunidades ribeirinhas da bacia do rio Madeira. Os autores observaram que as
concentracdes médias de Hg nos cabelos (12.120 ng g™) daquelas que moravam &s margens

do rio foram superiores aqueles das residentes em &rea urbana (5.360 ng g).
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Rocha et al. (2014) determinaram as concentragcdes de Hg nos cabelos de criangas de
duas comunidades ribeirinhas de Porto Velho, sendo elas: Demarcacdo, localizada as margens
do rio Machado e Gleba do Rio Preto, no rio Preto. As criangas da primeira comunidade
apresentaram concentracdo média de Hg de 3.570 + 1.860 ng g, enquanto as criancas da
Gleba do Rio Preto, concentracdes médias de 6.240 + 5.890 ng g, ou seja 50% acima do
valor encontrado na comunidade Demarcacao.

Bastos et al. (2006), ao avaliar as concentracdes de Hg em 713 individuos do rio
Madeira obtiveram a média de 15.200 ng g™*. Boischio e Henshel (2000), ao avaliar 90 mées e
89 criancas encontraram médias de 12.600 ng g™ e 10.200 ng g™, respectivamente.

Hacon et al. (2014) avaliaram cinco areas na regido de Porto Velho, no rio Madeira.
Das cinco comunidades estudadas, quatro faziam parte da regido ribeirinha de Santo Anténio.
Participaram do estudo 1.945 individuos cujas concentracGes de Hg foram avaliados em
amostras de cabelos. Apenas 0,9% dos voluntarios apresentaram concentracdes de Hg
superiores a 50.000 ng g™ e 90% concentrages inferiores a 10.000 ng g™*. O estudo ressaltou
que as concentracdes de Hg nas mulheres de 16 a 49 anos de idade variou de 2.400 a 5.300 ng
g™ dependendo da regi&o onde residiam. Os pesquisadores concluiram que as concentragdes
de Hg foram altos em todas as comunidades e este resultado foi relacionado ao consumo de
peixes da regido.

Bortoli (2010), que também avaliou as concentra¢bes de Hg nos cabelos de mulheres
de Sdo Paulo (SP), Cubatdo (SP) e Novo Airdo (AM), encontrou média de 180 ng g* nas
paulistanas, 190 ng g nas Cubatenses e de 5.670 ng g, nas participantes do Amazonas.
Dentre as participantes dos dois primeiros grupos, nenhuma apresentou concentracdo de Hg
acima de 2.000 ng g, concentracdo para adultos ndo expostos ocupacionalmente, de acordo
com a WHO (1990). No grupo das mulheres amazonenses, 21,8% apresentaram valores
abaixo dessa referéncia. De acordo com o0s valores maximos em regifes onde ha exposicdo
reconhecida por Hg (6.000 ng g™), foi observado que 30,9% destas participantes tinham
concentracdes de Hg nos cabelos acima desse valor de referéncia. A pesquisadora ressaltou
que 92,7% das mulheres de Novo Airdo relataram consumir peixes da regido pelo menos uma
Vez por semana.

Pinheiro et al. (2005), ao avaliarem 40 mulheres de trés comunidades da bacia do rio
Tapajos, verificaram que ndo houve diferenca estatistica em relacdo as concentragdes de Hg
total nas amostras de cabelos nas diferentes comunidades. O primeiro grupo, composto por
gestantes, apresentou a média de concentracdo de Hg de 8.250 ng g™ enquanto o segundo,

composto por mulheres ndo gestantes, 9.390 ng g do metal. No entanto, os pesquisadores
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observaram que as concentragbes do Hg no terceiro trimestre de gravidez eram maiores
(9.650 ng g™*) que no primeiro (6.620 ng g*) e segundo trimestres (6.710 ng ™).

Pinheiro et al. (2008) analisaram novamente duas comunidades da mesma regido que
0 estudo anterior. Porém, selecionaram mulheres de uma comunidade ribeirinha da bacia do
rio Tocantins, que formaram o grupo controle do estudo, pois estas ndo pertenciam a uma
regido considerada contaminada por Hg. Os autores observaram que nas comunidades da
bacia do rio Tapajos as voluntarias apresentaram concentracdes de Hg no cabelo
significativamente maiores (12.926 ng g™*) em relagdo & comunidade da bacia do rio Tocantins
(3.290 ng g™V).

Estudos epidemioldgicos tém evidenciado correlagdo positiva entre as concentrages
de Se e Hg no sangue (MUCKE et al., 2001; BARANY et al., 2002; KARITA e SUZUKI,
2002; LINDBERG et al., 2004; HANSEN et al., 2004). Tal evidéncia foi verificada nesta
pesquisa em relacdo as concentragdes plasmaticas do mineral, conforme as analises de
regressdo. Os coeficientes de correlacio (R?) das concentracdes de Se plasmatico e
eritrocitario foram 5,9% e 3,7%, respectivamente (Tabela 7). Estes coeficientes expressam a
porcentagem da variabilidade no nivel de Hg nos cabelos (ng g™) que é explicada pelas
variaveis independentes.

De acordo com Gailer et al. (2000), o efeito protetor do Se tem sido associado a uma
maior retengdo de Hg ao inveés de maior excrecdo. Desta forma, acredita-se que o Se
juntamente com o Hg forme um complexo Hg-Se, que por sua vez, liga-se a selenoproteina P
favorecendo uma redistribuicdo corporal do metal. Porém, segundo Barany et al (2005) e
Lindberg et al., (2004), os estudos sobre como esta interagdo acontece ainda ndo sdo
suficientes para elucidar a dindmica desse complexo. Sugere-se que uma ingestdo adequada de
Se possa promover um efeito de prote¢do contra 0 Hg e seus compostos toxicos.

Apesar dos valores elevados de Hg encontrados na regido Amazénica, poucos trabalhos
avaliaram sintomas ou sinais clinicos referentes a essa intoxicacéo.

No estudo de Dorea et al. (2003) com mulheres vivendo em comunidades ribeirinhas
do Rio Negro, os sintomas pesquisados foram fraquezas musculares, amortecimentos de
membros, tremores, desequilibrio e alteracGes sensoriais. No entanto, na populacdo deste
estudo tais sinais nao foram observados. Malm et al. (1995) realizaram outra pesquisa com
populacgdes ribeirinhas no Para e também ndo encontraram tais sinais (desequilibrio sensitivo,
constricdo de campo visual, ataxia, redugdo da capacidade auditiva, tremores, reflexos de
tenddes e desequilibrios mentais e salivares).
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Tabela 7. Coeficiente de regressdo das variaveis independentes que influenciaram as
concentracdes de Hg (ng g*) nos cabelos (variavel dependente) das participantes.

Variaveis independentes B p-valor® R’ ajustado p-valor®
Se no Plasma (ug/L)* 3,117 0,177 0,059 0,020
Se no Eritrdcito (ug/L)" 0.970 0.656 0,037 0,096

#Valor de p referente ao coeficiente p.

®Valor de p referente ao R? ajustado

¢ Modelo ajustado pelo indice de massa corporéa (kg/m?), escolaridade (anos de estudo), idade (anos) e renda
(salarios minimos).

 Modelo ajustado pelo pelo indice de massa corporéa (kg/m?), circunferéncia da cintura (cm), escolaridade (anos
de estudo), idade (anos), ingestao energética (kcal/dia) e renda (salarios minimos).

5.7  SELENIO E AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO: MDA E ORAC

O método de ORAC (Capacidade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio) avalia a
capacidade do plasma de inibir o radical peroxil mostrando resisténcia aos danos oxidativos.
Dessa forma, verifica-se que guanto maiores as concentracdes do Se no sangue, maior sera a
capacidade antioxidante total, sendo este dado relacionado a acdo ou fungdo antioxidante do
mineral.

De acordo com as andlises de regressdo, houve associacdo entre as concentracdes de
Se no plasma e nos eritrécitos com o ORAC (Tabela 8). Os coeficientes de correlacdo (R?)
das concentracOes de Se plasmatico e eritrocitario foram 6,0% e 7,7%, respectivamente. Estes
coeficientes expressam a porcentagem da variabilidade do ORAC que é explicado pelas
varidveis independentes (Se plasmatico e eritrocitario). Nao foram encontrados estudos que
avaliaram a capacidade antioxidante por meio do ORAC que relacionem ou associem com as

concentracdes de Se em individuos saudaveis.

Tabela 8. Coeficiente de regressdo das varidveis independentes que influenciaram a
capacidade antioxidante — ORAC (mmol eqg. trolox/g de amostra) (variavel dependente) das
participantes.

Variaveis independentes i p-valor® R® sjustado  p-valor®
Se no Plasma (ug/L)C -0.002 0.555 0,060 0,015
Se no Eritrécito (ug/L) -0.005 0.094 0,077 0,005

#Valor de p referente ao coeficiente B.

®Valor de p referente ao R? ajustado

° Modelo ajustado pelo indice de massa corporéa (kg/m?), circunferéncia da cintura (cm), renda (salarios
minimos).

¢ Modelo ajustado pelo pelo indice de massa corporéa (kg/m?), circunferéncia da cintura (cm), renda (salarios
minimos).
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Os radicais livres de oxigénio podem induzir a reacdo de peroxidacdo lipidica. Os
acidos graxos insaturados no plasma, em ultima instancia, podem gerar produtos de
peroxidacdo lipidica, tais como o malondialdeido (MDA). Dessa forma, as concentragdes de
MDA podem refletir o nivel de estresse oxidativo do organismo. De acordo com as analises
de regressdo, ndo houve associacdo entre as concentracdes de Se no plasma e nos eritrocitos
com o0 MDA (Tabela 9).

Tabela 9. Coeficiente de regressdao das varidveis independentes que influenciaram a
concentracdo plasmatica de malondialdeido (uUM) (variavel dependente) das participantes.

Variaveis independentes B p-valor? R sjustado  p-valor®
Se no Plasma (ug/L)° 1,010 0,980 -0,015 0,675
Se no Eritrécito (ug/L)° 1,0, 107 0,239 -0,005 0,505

Valor de p referente ao coeficiente .

®\Valor de p referente ao R? ajustado

© Modelo ajustado pelo indice de massa corporéa (kg/m?), idade (anos), ingestdo energética (kcal/dia),
circunferéncia da cintura (cm), renda (salarios minimos) e escolaridade (anos de estudo).

O estudo de Géac et al. (2014), tinha como objetivo definir a relacdo entre as
concentracdes de Se no sangue e estresse oxidativo (concentracdo de MDA) em 337 criangas
saudaveis da Espanha. A concentracdo de Se ndo exerceu nenhum efeito direto nas
concentracdes de MDA (r = 0,08; p>0,05). Em outro estudo espanhol, Galan-Chilet et al
(2014) avaliaram em uma populacdo adulta a associacdo entre o Se no plasma e as
concentragfes de MDA na urina. Os autores também ndo observaram correlagbes
siginificativas entre esses marcadores.

Krishnan e Rani (2014) também n&o encontraram nenhuma correlagdo significativa
entre a concentracdo de Se e MDA em pacientes com doenca de Alzheimer ou deméncia de
origem vascular. Entretanto, outros estudos verificaram uma diminui¢do das concentracdes de
MDA ap6s a suplementacdo com Se (ZHANG et al., 2005; FABIAN et al., 2013; SITTA et
al., 2011; SMOLKOVA et al., 2004; GRYGIEL-GORNIAK et al., 2014).
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5.8 POLIMORFISMO PRO198LEU

Ao avaliar a presenga do SNP (rs 1050450) no gene que codifica a enzima glutation
peroxidasel nas 190 amostras do estudo foi observado que 56,7% das participantes
apresentaram gendtipo selvagem (Pro/Pro), ou seja, homozigotos para prolina, 36,8% dos
individuos heterozigotos (Pro/Leu) e 6,8% homozigotos para leucina (Leu/Leu). A frequéncia
relativa do alelo variante foi de 0,25

Os resultados da genotipagem apresentaram-se de acordo com o equilibrio de Hardy
Weinberg, o qual determina que as frequéncias alélicas devem permanecer constantes ao
longo das geragdes, caso ndo sejam interferidas por nenhum fator evolutivo. Dessa forma, o
teste de qui-quadrado (3°) foi aplicado e o valor encontrado foi de 0,1127 e a probabilidade
associada a esse valor, considerando um grau de liberdade, foi maior que 5%, indicando que a
populacdo estava de acordo com o equilibrio.

A Tabela 10 ilustra a distribuicdo das participantes de acordo com o SNP Pro198Leu.

Tabela 10. Distribuicdo do SNP Pro198Leu (rs 1050450) no gene que codifica GPx 1 nas
participantes (n=190).

Genotipos coédon 198 da GPx 1 n %
Pro/Pro 107 56,3
Pro/Leu 70 36,8
Leu/Leu 13 6,8

Quatro pesquisas descrevem a frequéncia do polimorfismo Pro198Leu na populacdo
da cidade de S&o Paulo. Nishimura (2010) em seu estudo com 175 pacientes com cancer da
cavidade orofaringea, encontrou prevaléncia de 50% de individuos com genotipo selvagem
(Pro/Pro), 43% heterozigoto (Pro/Leu) e 7% de homozigoto (Leu/Leu) para o polimorfismo.
Em seu grupo controle, que foi constituido por 203 individuos da mesma cidade, 51%
Pro/Pro, 43% Pro/Leu e 6% Leu/Leu.

Cominetti et al. (2011), no seu trabalho realizado com 37 mulheres obesas,
observaram 49% de Pro/Pro, 38% de Pro/Leu e 13% de Leu/Leu. Donadio (2011), ao avaliar
124 individuos adultos ndo doentes, verificou que a prevaléncia de Pro/Pro foi de 49%, de
Pro/Leu 47% e apenas 3% de Leu/Leu.

Cardoso et al (2012), ao determinar o polimorfismo em um grupo de 28 idosos com

doenca de Alzheimer, observaram que 75% apresentaram genotipo Pro/Pro, 14% de
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heterozigotos e 11% de Leu/Leu. No mesmo estudo, no grupo controle, formado por 29
idosos sem a doenga, 0s pesquisadores encontraram 72% com gendtipo Pro/Pro, 14% de
Pro/Leu e 14% de homozigotos Leu/Leu.

Silva (2013), em seu trabalho realizado com a populacdo cearense, observou que
54,5% dos individuos apresentaram gendtipo Pro/Pro, 38,1% gendtipo Pro/Leu e 7,4% de
genotipo Leu/Leu.

Hiragi et al. (2011), avaliaram a frequéncia do polimorfismo em 304 individuos
pertencentes a trés grupos étnicos diferentes. No grupo constituido por 60 adultos indigenas,
95% possuiam genotipo selvagem (Pro/Pro), 3% eram heterozigotos (Pro/Leu) e 2%
homozigotos (Leu/Leu). No grupo composto por 72 individuos afrodescendentes, 71% eram
Pro/Pro, 22% Pro/Leu e 7% Leu/Leu. O terceiro grupo, formado por 172 individuos que
residiam no Distrito Federal, 47% eram Pro/Pro, 40% Pro/Leu e 13% Leu/Leu.

Fosberg et al. (1999), em andlise realizada com 25 suecos, encontrou 52% de
individuos homozigotos para prolina (selvagens), 36% de heterozigotos e 12% de
homozigotos para leucina. Em outro estudo, Fosberg et al. (2000), determinaram a frequéncia
de alelos para esse polimorfismo em uma populacdo sueca e outra finlandesa. A populacdo
sueca foi formada por 101 individuos infartados e 214 formaram o grupo controle. A
distribuicdo dos gendtipos dos individuos do grupo caso foi de 55% homozigotos selvagens,
38% heterozigotos e 7% de homozigotos para leucina. No grupo controle, a frequéncia dos
gendtipos foi de 53%, 40% e 7%, respectivamente. No grupo da Finlandia, dos 66 individuos
avaliados, 35% eram homozigotos para prolina, 48% heterozigotos e 17% homozigotos para
leucina.

De acordo com os trabalhos citados, a menor distribuicdo conforme 0s genotipos esta
relacionada ao homozigoto Leu/Leu. Algumas pesquisas afirmam que a presenca do alelo Leu
reduz a atividade da enzima GPx nos individuos com este alelo variante (HANSEN et al.
2009; RAVN-HAREN et al., 2006). Dessa forma, se ha uma diminuicdo da atividade
enzimatica da GPx, o sistema antioxidante dos individuos que apresentam o alelo Leu pode
ser afetado. Estudos também tém associado a presenca deste alelo variante a um aumento do
risco de alguns tipos de cancer (RATNASINGHE et al., 2000; HU e DIAMOND, 2003,
ZHAO et al., 2005). Entretanto, essas associacbes ndo foram observadas em todas as
populacdes estudadas, uma vez que a frequéncia do alelo Leu varia de acordo com o grupo
étnico (ZHAO et al., 2005).

De acordo com Pena et al. (2011), a origem genética da populagdo brasileira € o

resultado de varias miscigenacOes e, apesar disso, apresenta uma uniformidade maior que o
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esperado. No trabalho desses pesquisadores foi avaliado a ascendéncia total de 934 brasileiros
de diferentes ragas residentes em quatro regides do pais, com excessdo da regido centro-oeste.
Foram avaliados polimorfismos de insercdo e delecdo e os gendtipos encontrados foram
utilizados para estimar os componentes europeus, africanos e amerindios dos individuos. Os
resultados mostraram que a ancestralidade das diferentes populagdes das regides do Brasil é
semelhante.

A populacdo de Rondoénia é umas das mais diversificadas do Brasil, composta de
migrantes oriundos de todas as regides do pais. O interior do Estado é formado por goianos,
paranaenses, paulistas, mineiros, galichos, capixabas, baianos, mato grossenses e sergipanos,
enquanto a capital, é formada por cearenses, maranhenses, amazonenses e acreanos (IBGE,
2014).

Poucos estudos associaram o polimorfismo Pro198Leu com biomarcadores do estado
nutricional relativo ao Se em individuos saudaveis. A Tabela 11 apresenta uma comparagdo
das médias das concentracGes de Se plasmatico, eritrocitério, atividade da GPx, MDA e
ORAC de acordo com o genoétipo para o polimorfismo Prol98Leu. Observou-se que nao
houve diferenca significativa entre os parametros avaliados.

Donadio (2011) encontrou diferenga significativa entre a atividade da GPx em
mulheres paulistanas avaliadas de acordo com os genétipos do Prol98Leu. Silva (2013),
também encontrou a mesma diferenca em mulheres cearenses, indicando que a influéncia do
género € um importante fator que deve ser considerado em estudos sobre esse polimorfismo.

Cominetti et al. (2011) ndo observaram diferencas nas concentracdes de Se
plasmatico, eritrocitario e atividade da GPx entre os gendtipos em ambas as fases de seu
estudo (pre e pds suplementacdo de castanha-do-brasil), porém encontraram correlagao entre
0 Se eritrocitario e a atividade da GPx apenas para o grupo Pro/Pro, em ambas as fases. O
mesmo resultado foi observado no estudo de Cardoso et al. (2012), que também observaram
correlacéo entre o Se eritrocitario e a atividade da GPx apenas para o grupo Pro/Pro, tanto nos
individuos com Alzheimer quanto no grupo controle. A mesma correlacdo foi descrita por
Jablonska et al. (2009), Hu e Diamond (2003) e Karunashinghe et al. (2011). Estes dados sdo
Uteis para entender os mecanismos e a manutengdo da variabilidade genética na populacéo,
bem como para a identificacdo de genes associados com doencgas complexas (HIRAGI et al.
2011). Todos esses resultados mostram que o efeito do polimorfismo Pro198/Leu deve

continuar sendo investigado em diferentes populagdes.



76

Tabela 11. ConcentracGes de Se plasmatico, eritrocitario, atividade da enzima GPx, MDA e
ORAC, de acordo com o genotipo para o polimorfismo Pro198Leu (rs1050450) no gene que
codifica para GPx 1 das participantes.

Variaveis Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu p?
MD (DP) MD (DP) MD (DP)
(n=107) (n=70) (n=13)
Se no Plasma (pg/L) 53,66 (52,25) 54,17 (39,93) 55,77 (18,66) 0,99
Se no Eritrécito (ug/L) 78,04 (38,83) 77,69 (36,18) 79,35(29,44) 0,99
GPx Eritrocitaria (U/g Hb) 47,51 (22,77) 44,26 (26,04) 42,61 (13,74) 0,58
MDA (uM) 097(1,11)  084(0,22) 0,85 (0,23) 0,60
ORAC (mmoleq troloxlg deamostrg) 1,63 (1,51) 1,59 (1,30) 1,28 (0,76) 0,71

#Valor de p calculado pela ANOVA; MD - Média; DP - Desvio Padréo.

59 POLIMORFISMO GSTM1

A GST faz parte de uma familia de enzimas intracelulares que modullam a acdo de
toxinas enddgenas e exdgenas sobre as células, evitando danos ao DNA (MANNERVICK,
1985). Esta familia de enzimas estd envolvida no metabolismo de muitos carcinGgenos,
poluentes ambientais e drogas anticancerigenas, por isso a inexisténcia de isoenzimas
especificas pode gerar efeito significativo na tolerdncia do organismo ao estresse oxidativo
(ZHENG et al., 2002; MORAIS et al., 2008). O gene da classe mu (GSTM1), abordado nesta
pesquisa, é polimorfico em humanos e estdo ausentes ou deletados de forma homozigdtica em
40 a 50% em diferentes populacdes étnicas (NELSON et al. 1995; HATAGIMA et al., 2000;
GISNBERG et al., 2009).

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo das participantes de acordo com o genotipo do
polimorfismo GSTML1. O gendtipo nulo ou deletado (-/-) indica que o gene inteiro apresenta
delecdo e, portanto, o individuo ndo expressa a proteina GST. O gendtipo presente (+/+) é a

forma selvagem, ou seja, ndo apresenta delecdo do gene e o individuo expressa a GST.

Tabela 12. Distribuicdo do polimorfismo GSTM1 no gene da GST das participantes (n =
180).

GSTM1 n %

Presente (+/+) 104 57,80
Nulo ou Deletado (-/-) 76 42,20
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Né&o foram observadas diferencas entre as concentragcdes de Hg na populacdo avaliada
de acordo com os gendtipos do polimorfismo GSTML1, bem como os parametros relativos ao

estresse oxidativo (Tabela 13).

Tabela 13. Concentracbes de Hg, de MDA e valores de ORAC de acordo com o gendtipo
para o polimorfismo GSTM1 no gene da GST das participantes.

L Presente (+/+) Nulo (-/-) p®
Variaveis MD (DP) MD (DP)
(n=104) (n=76)
Hg (ng g™) 563,65 (694,75) 708,63 (752,95) 0,184
MDA (uM) 0,95 (1,13) 0,87 (0,27) 0,570
ORAC (mmol eq. trolox/g de amostra) 1,65 (1,59) 1,58 (1,17) 0,730

#Valor de p calculado pelo teste T-Student.

Klatau-Gimardes et al. (2005) verificaram que em algumas tribos indigenas da
Amazodnia os individuos que carreavam o genotipo nulo, ou seja, delecdo do gene inteiro,
tinham maiores concentracfes de Hg nos cabelos. Tais pesquisadores concluiram que os
fatores genéticos podem influenciar o acimulo de Hg no organismo e os individuos com
gendtipo nulo ndo estdo aptos a destoxificar o metal, pois essa funcéo é atribuida a GST.

Entretanto, outros estudos ndo encontraram correlagéo entre as concentragdes do metal
com os genotipos do GSTM1. Gundacker et al. (2007), em seu estudo com 222 estudantes da
Universidade de Viena, relacionaram as concentragdes de Hg no sangue e na urina com 0S
gendtipos presente ou nulo do polimorfismo. Os autores ndo encontraram associacdo entre
esses dois pardmetros, mas foi observado que as pessoas com genotipo nulo apresentavam
valores mais elevados do metal. Os autores verificaram que 56% dos individuos carreavam o
genotipo nulo tinham concentragbes mais baixas de Hg no sangue coincidindo com
concentragOes tipicas de populacdes ndo expostas a toxicidade. Os resultados levaram a
hipotese de que os individuos com a delecdo para GST apresentam atividade catalitica
prejudicada e sdo menos capazes de aumentar a sua capacidade de excrec¢do do Hg, levando a
uma maior acumulagdo do metal no organismo.

Estudos sobre a relacdo entre o polimorfismo da GST e as concentragdes de Hg em
humanos séo escassos. Custodio et al. (2004 e 2005) verificaram que o polimorfismo GSTM1
ndo teve efeito sobre as concentracdes de Hg no sangue total, plasma e urina. Entretanto,
concluiram que individuos carreadores do genétipo deletado apresentam atividade da enzima

reduzida e, dessa forma, maiores concentracOes e retencao de Hg.
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Lee et al. (2009) analisaram o polimorfismo GSTML1 associado a exposi¢ao intra-
uterina de Hg e o peso ao nascer de criangas de etnia coreana. Dentre as 417 gestantes
avaliadas, 59,5% carreavam genotipo nulo sem diferenca significativa nas concentracfes de
Hg no sangue e no corddao umbilical em relacdo aquelas com gendtipo selvagem. Apesar
disso, 0s autores observaram que as criancas cujas mdes carreavam 0 genotipo nulo
apresentaram relacdo inversa do peso ao nascer com as concentracbes de Hg no cordéo
umbilical. Entretanto, esta relagdo nao foi observada nas criancas filhas de maes com genétipo
selvagem. Os pesquisadores afirmaram que este fato pode ser explicado em razdo do Hg ser
transferido para o feto através da placenta. Dessa forma, foi demosntrado que o polimorfismo
GSTM1 pode desempenhar papel importante na relacdo entre a concentragéo de Hg e o peso
ao nascer.

Na populacdo brasileira, a frequéncia desse polimorfismo também é elevada.
Hatagima et al. (2000) avaliaram 658 individuos do Rio de Janeiro e 179 de Brasilia e a
frequéncia do genétipo nulo foi semelhante nas duas populagdes, 46% na populacéo carioca e
49% na brasiliense. Gattas et al. (2004) analisaram a frequéncia em 594 individuos
selecionados na cidade de Séo Paulo e 137 homens da area rural da Bahia. A distribuicdo do
genotipo nulo avaliado foi mais frequente nos individuos brancos (55,4%) que nos pardos
(41,4%) e negros (32,8%) em S&o Paulo. Na Bahia, essa frequéncia foi de 35,7%.

Hiragi et al. (2011) determinaram a frequéncia do polimorfismo em 304 individuos
pertencentes a trés grupos étnicos diferentes. No grupo constituido por 60 adultos indigenas,
55% apresentaram genotipo nulo e no grupo composto por 72 individuos afrodescendentes,
53%. No terceiro grupo, que foi formado por 172 individuos que residiam no Distrito Federal,
63% apresentaram genotipo deletado.

Em um estudo com 120 pacientes com diagnostico de diabetes tipo 2 de Goiania (GO),
Pinheiro et al. (2013) observaram uma frequéncia do genétipo nulo de 41% no grupo caso,
enguanto no grupo controle foi de 12,2%. N&o foi observada qualquer associacdo da delecdo
com a suscetibilidade a doenga na populacdo estudada, apesar de ter sido observada uma
associacdo com aumento significativo da glicemia de jejum, hemoglobina glicada e pressao
arterial.

Anton et al. (2010) verificaram a influéncia do polimorfismo GSTM1 na
susceptibilidade ao cancer de mama em 15 mulheres com diagnostico da doenga e em 30
mulheres saudaveis atendidas em um hospital do sul do Brasil. Foi observado que 46,7% das
mulheres carreavam 0 genotipo nulo e 43,3% das mulheres do grupo controle também

apresentaram a delecédo do genotipo. Os pesquisadores sugeriram que a delecdo homozigotica
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do gene pode estar associada com maior susceptibilidade ao cancer de mama na populagéo
estudada, entretanto, mais estudos s&o necessarios.

Possuelo et al. (2013) também avaliaram a frequéncia do polimorfismo GSTM1 em 49
pacientes diagnosticadas com cancer de mama e 49 mulheres saudaveis. A frequéncia de
alelos nulos foi significativamente maior no grupo caso (58,8%) em compara¢do ao grupo
controle (41,2%), sugerindo uma possivel influéncia deste gendtipo na susceptibilidade a
doenca.

Em trabalhos internacionais verificam-se porcentagens semelhantes aos resultados
apresentados. Conforme Ginsberg et al. (2009), a porcentagem de individuos com genétipo
nulo em afro-americanos € de 21%, em chineses de 58%, em japoneses 45%, em mexicanos
41% e em caucasianos 53%. Segundo Hatagima et al. (2000) a porcentagem em ingleses é de

54,5% e em franceses 42,9%.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que as mulheres rondonienses residentes em area urbana considerada
de risco de contaminagcdo por Hg apresentaram status de Se inferior ao recomendado e
independente do gendtipo em relagdo ao SNP Pro198Leu no gene da GPx. A concentracéo de
Hg nos cabelos estava dentro dos limites seguros e ndo houve relagdo com o polimorfismo de
delecdo no gene GSTML. Os referidos polimorfismos também néo afetaram os biomarcadores

de estresse oxidativo avaliados.
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 Vocé é saudavel ?7?

yESIIVIFENta0WENNA Participar;
deiuma AVALIAGAO NUTRICIONAL gratujtalif

Se vocé é mulher:

N&o tém doengas

Tem Idade N&o toma cardiovasculares, renal, NZo é fumante e ndo —
entre 19 e 50 suplementos diabetes, cancer, faz atividade fisica de Avaliagdo
atae: vitaminico-mineral. obesidade, problemas da formaintensa. Nutricional

tiredide, etc,

Esta avaliacao faz parte de uma pesquisa que avaliara a concentracgao de selénio (mineral
antioxidante) e de mercurio (metal pesado) em mulheres saudaveis!

Etapas da avaliagao :

Serao realizadas apenas uma:
coleta de sangue e de uma pequena quantidade de cabelo (imperceptivel);
informagbes sobre a sua alimentagdo; seu peso, altura e circunferéncia da cintura.

O resultado da avaliagao sera disponibilizado para cada participante!

Responsaveis: Ariana V. Rocha (Doutoranda em Ciéncia dos Alimentos)
Prof2. Tit. Silvia M.F. Cozzolino (Dpt2 de Alimentos e Nutrigio Experimental)
FCF/USP -Laboratorio de Nutrigdo-Minerais—Telefone: {11) 3091-3625
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS — FCF/USP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

1. Informag6es do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade n°: [Sexo: ()M ()F

Data de Nascimento: [/ /

Endereco: | N° | Complemento:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informagfes do Responséavel Legal

Nome:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.)

Documento de Identidade n°: | Sexo: ()M ()F

Data de Nascimento: [/ /

Endereco: | N° | Complemento:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

Titulo do Projeto de Pesquisa: Estado nutricional relativo ao selénio, concentracfes de
mercurio, estresse oxidativo e os polimorfismos Prol98Leu no gene da glutationa
peroxidase 1 (GPx1) e GSTML1 no gene da glutationa S- transferase (GST) em mulheres
residentes em area de risco de contaminacdo por mercurio.

3. Duracgédo da Pesquisa: 24 meses

4. Nome do pesquisador responsavel: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargo/ Funcéo: N° do Registro do Conselho Regional: CRN3/0621

Professora Titular do Programa de
pés-graduacdo em Ciéncia dos
Alimentos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas FCF/USP.

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, USP.

Sra.voluntéria, essa pesquisa tem como titulo: Estado nutricional relativo ao selénio e
concentracdes de mercurio e a relacdo com estresse oxidativo e os polimorfismos Pro198Leu
e GSTM1 em mulheres na idade fértil em &rea exposta a contaminacdo por mercurio. A
responsavel por esse estudo € a professora titular Silvia Maria Franciscato Cozzolino e como
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colaborada a estudante de doutorado Ariana Vieira Rocha. Ambas pertencem a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade de S&o Paulo (USP).

De acordo com algumas pesquisas, as mulheres da Amazbnia apresentam
concentracOes elevadas de mercurio e essa contaminagdo pode comprometer a salde nao sé
delas como também das criancas, pois uma das formas do mercurio atravessa facilmente a
barreira placentéria, e 0 mercurio acaba se concentrando no cérebro das criangas. 1sso pode
inibir o desenvolvimento cerebral. Por isso, € preocupante a exposi¢do das mulheres na idade
fértil ao mercario. Acredita-se que o mineral selénio, possa ser um possivel colaborador para
a populacdo ndo apresentar sinais clinicos evidentes da contaminacao por mercurio. 1sso pode
ser devido a algumas atribuicGes do selénio, pois este mineral tem como uma das suas ac¢oes
atuar como antioxidante e isso pode neutralizar os danos causados pela contaminagdo do
mercdrio.

Desta forma, estamos por meio desse documento Ihe convidando a participar desse
estudo que tem como objetivo principal, avaliar o estado nutricional relativo ao selénio, assim
como, as concentracdes de mercurio e a relacdo desses com o estresse gerado nas células e
também com algumas alteracGes genéticas em mulheres na idade fértil em &rea exposta ao
mercurio. Nesta pesquisa participara 200 mulheres voluntéarias da cidade de Porto Velho,
Rondbonia.

Se vocé concordar em participar, passard pelos seguintes procedimentos: avaliacdo
nutricional onde serdo obtidos os dados de: peso, estatura e circunferéncia da cintura, e
também serdo anotados os seus dados sobre o consumo alimentar, ou seja, tudo o que foi
consumido no periodo de 3 dias, sendo 2 dia da semana e 1 dia do fim de semana. Serd
realizada ainda uma coleta de sangue de (20mL) em jejum de 10 a 12 horas para a realizacéo
da determinacdo da concentracdo do mineral selénio e avaliar o estresse gerado nas células e,
se hd uma alteracdo genética que possa interferir na concentracdo de selénio ou mercurio no
organismo. Por fim, sera coletado em torno de (1g) de cabelo na regido detras do pescoco para
avaliar as concentracdes de mercUrio. A pesquisa possui um risco minimo em virtude da
coleta de sangue que pode causar um desconforto, porém, este serd coletado por um
profissional de enfermagem capacitado. A obtencdo desses dados serd realizada no
Laboratorio Alphaclin, localizado na Avenida Calama, 2215. Bairro Sdo Jodo Bosco. Apos
essas coletas, sera distribuido um kit lanche contendo: bolacha de &gua e sal ou biscoito
integral, uma fruta, e um suco de fruta de caixinha de 200mL. O seu sangue sera armazenado
no laboratorio de nutricdo-minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de S&o Paulo (USP), sob a responsabilidade da professora titular Silvia Maria Franciscato
Cozzolino para pesquisas futuras. Porém, se isso acontecer vocé serd consultado a respeito, e
um novo projeto serd submetido ao Comité de Etica em Pesquisa.

Vocé autoriza 0 armazenamento do seu sangue para pesquisas futuras?

( )sim ( )nao.

Os resultados obtidos serdo arquivados e mantidos em sigilo, conforme ética. E direito
de cada participante obter os resultados das anélises que serédo feitas, bem como informaces
sobre 0 andamento da pesquisa, procedimentos utilizados, riscos e beneficios relacionados em
qualquer fase do estudo, a fim de esclarecer eventuais duvidas. Deve ser ressaltado que a
participacdo na pesquisa poderd ser desfeita em qualquer momento que o Sra achar
conveniente, sem sofrer nenhum tipo de constrangimento. Ndo havera nenhuma despesa
financeira para a ndo participacdo neste estudo, assim como, ndo havera recompensa
financeira relacionada a participacdo na pesquisa.

Esse estudo trara beneficios, pois existem evidéncias que o selénio pode exercer um
efeito protetor no organismo contra os maleficios do mercario. Logo, os resultados
contribuirdo para uma melhor qualidade de vida através do conhecimento da avaliacdo do
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estado nutricional. Além do que, sera realizada uma avaliacdo nutricional completa por uma
nutricionista e serdo oferecidas orientagGes quanto a alimentacéo.

— INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REAGOES ADVERSAS.

Silvia Maria Franciscato Cozzolino — (Professora Titular do programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia dos Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF
(USP). Telefone:(11)3091-3625. Endereco da Faculdade: Cidade Universitaria, Av. Lineu
Prestes, 580 — Bloco 14.

Telefone: (11) 3091 -3625 (Laboratdrio de Nutricdo — Minerais).

Ariana Vieira Rocha - (Doutoranda do programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia dos
Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF (USP). Endereco Residencial:
Bairro: Liberdade, Rua da Gloria - 654, Apto 84. CEP 01510-000 — S&o Paulo — SP. Telefone:
(11) 98532-2125.

Endereco da Faculdade: Cidade Universitaria, Av. Lineu Prestes, 580 — Bloco 14

Telefone: 3091 -3625 (Laboratério de Nutrigdo — Minerais).

Consentimento P6s-Esclarecido:

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Porto Velho,........ A€, de...........

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador responsavel
Ou responsavel legal

Para qualquer questdo, davida, 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 Sdo Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantd — S&o Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-

mail: cepfcf@usp.br
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Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Avaliacédo Nutricional
Antropometria

N OB, et e e e e e Data de Nascimento:

DADOS ANTROPOMETRICOS

Idade: ......... anos

Circunferéncia da Cintura (CC)................. Classificacao:........cceevvevvieeieeieiienns
Peso:.......... kg

Estatura............. cm

IMC:.ooi Classificagao:.......ccoovvvververencrininnne

Classificacdo do estado nutricional para adultos, segundo o Indice de Massa Corpdrea (IMC).

Risco de Comorbidades

Classificagdo IMC (kg/m?)

Baixo Peso <185 Baixo

Peso Normal ou 185-24.9 Médio
Eutrofia

Sobrepeso >25-299 Aumentado
Obesidade | 30,0 - 34,9 Moderado
Obesidade 1 35,0 39,9 Grave
Obesidade 111 > 40 Muito Grave

Fonte: WHO (2000).
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Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Pesquisador: Ariana Vieira Rocha
Laboratério de Nutrigdo e Minerais:(11) 3091-3625

Formulario Mercurio (Hg)

Identificacéo Data: ....... [ociid........

Nome:

Idade: Sexo: Raca:

Endereco:

Hé& quanto tempo reside em Porto Velho:

Onde residia anteriormente:

Ocupacéo principal: Quanto tempo: h/dia
Habitos:
Come peixe?: [1sim "1nédo

Procedéncia do peixe consumido, Nome do Rio:

Espécie mais consumida:

Frequéncia de consumo de peixe: Quantidade:
Frequéncia de consumo de frutos do mar: Quantidade:

Ficou doente nos ultimos seis meses: [1sim ‘1ndo

Tomou algum medicamento: [] sim [ ndo Qual: Frequéncia:

No tratamento do cabelo vocé usa:

150 sabonete 1 xampu "1 condicionador [ tintura
1 liquido para permanente/ alisamento [l outros. QUAaIS?.......ccvevveeiieiie s

Qual a dgua que usa para tomar banho:
] caerd 1 pogo ou mina 1 outra procedéncia, qual?............ccccoveeveinennene

Qual a 4gua que usa para beber:
"1 caerd e filtrada [ 1 ndo filtra [} de poco ou mina [ galdo [Joutra procedéncia, qual?...........ccccceevvrvenene
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ACOMPANHAMENTO NUTRICIONAL

0] £ SRR

Responsavel: Nutricionista Ariana Vieira Rocha
Universidade de Séo Paulo-USP.
Telefone: (69) 8118-4633 (11) 8532-2125
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INFORMACOES

Pesquisas tentam explicar a presenca do Hg na regido amazonica, pois 0s solos,
ambientes aquaticos e consequentemente 0s peixes, apresentarem concentracdes elevados
deste metal, assim como, alguns individuos que vivem nestas areas, porém, estes ndo
apresentam sintomas e sinais clinicos evidentes de contaminacéo. Sup&e-se que o selénio, um
mineral antioxidante presente naturalmente no solo da regido, seja um protetor para a aparente
tolerancia destas populacdes a intoxicacdo cronica por Hg. Dentre outras funcGes e acdes, 0
selénio atua no fortalecimento do sistema imunoldgico e também ajuda organismo a se
proteger dos danos causados pelos metais toxicos, como por exemplo, o Hg. Dessa forma, a
ingestdo adequada de selénio pode ter um efeito protetor contra a contaminagéo por Hg.

Este caderno tem como objetivo avaliar o estado nutricional relativo ao mineral
selénio. Por isso é muito importante que todas as recomendacbes e orientacdes prestadas

durante o acompanhamento nutricional sejam atendidas.

Ariana Vieira Rocha
Doutoranda em Ciéncia dos Alimentos-FCF/USP

Porto Velho, 2012.

01
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DADOS DE IDENTIFICACAO

I 1 (0] 1 1< TR

Documento de Identidade N® .........cccovveveiienienenieceene,

Sexo: ( X') Feminino

Data de Nascimento: ............. Lo, Lo

Naturalidade: ........ccccoovverieniininiennn, Escolaridade: .......ccoocvveviieniiniiiencniins
L0 T =T ol o RSSO NO e
BaIITO: oot

(OF o F= Lo [OOSR OR

CeP: i Telefone: ..., Celular: ....ccoooeveireen,
Renda Familiar: () 1 S.M. ( )2 a3s.M. () Acimade4S.M.

2. Histéria Clinica

Faz uso de anticonpepcional ? ( )nd&o ( )sim

Sesim, qual? ... Quanto tempo? ......ccceveveeieie e
Antecedentes familiares: ( )Dislipidemias ( )Diabetes mellitus

( )Hipertenséo arterial () Obesidade

Outras, qUal? .....coccveveeeeee e

Faz atividade Fisica? ( )ndo ( )sim,qual? .....ccocevvviveiirennnnnnnn.

Quantas vVezes por SEmMana ? ........occeevveeeriinesineans

02
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ORIENTACOES QUANTO AO REGISTRO DOS ALIMENTOS

Anotar todos os alimentos consumidos durante todo o dia e a noite, desde a hora que
acordar até a hora em que for dormir;

Colocar o horario das refeicoes;

N&o esquecer de anotar os alimentos e/ou qualquer guloseima consumida (balas,
chicletes, etc.) durante as refei¢fes e nos intervalos;

Anotar a quantidade do alimento consumido, na forma de medidas caseiras (fotos
ilustrativas nas proximas paginas); Exemplo:

o colher de servir, colher de sopa, colher de sobremesa, colher de cha ou café;

= concha, escumadeira, copo americano, copo de requeijao, copo descartavel de 180 ou
200 mL;

o xicara de ché ou café;
o prato de mesa, prato de sopa, prato de sobremesa ou pires.
Descrever com maior detalhe os tipos de alimentos ou marcas, como por exemplo:
= leite desnatado, integral, tipo C, em po;
= péo francés, integral, de forma, de leite, de batata, de mel, doce ou caseiro;

o bolachas recheadas, dgua e sal, chocolate sem recheio, SEMPRE colocar o sabor e a
marca;

o frutas (anotar tipo e tamanho), por exemplo: laranja lima média; maméao papaya (meia
unidade);

= vegetais folhosos (anotar tipo e preparacédo), por exemplo: acelga refogada ou crua;

= manteiga ou margarina (o tipo, a marca, a quantidade consumida anotada em ponta de
faca ou em colheres de ché, café, sobremesa ou sopa);

o salada de frutas (colocar tipo de frutas e os ingredientes incluidos na salada);

= bolo (sabor, com ou sem recheio, com ou sem cobertura, de festa — se possivel,
escrever 0s principais ingredientes).

Lembrar de escrever o tipo de preparacdo: se o alimento é cozido, frito, grelhado,
ensopado ou a milanesa (empanado);

Registrar os alimentos em unidades ou porcbes, como por exemplo, bife médio,
pequeno: coxa de frango; peixe (pedago pequeno, médio ou grande);

Anotar as preparacdes que utilizem mais de um ingrediente e descrevé-los um a um;
como por exemplo: Sopa de legumes (quais is ingredientes e legumes utilizados nesta
preparacgéo).

03
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MEDIDAS CASEIRAS

k Col. café
Colher de cha

Col. sobremesa

Colher de sopa é

Qolher de servir ‘

Escumadeira pequena

Escumadeira média

\ Escumadeira grande

Colocamos ao lado de cada item uma caixa de fosforos ilustrativa, para fins de
referéncia quanto ao tamanho das medidas.

04



\ Concha grande

Concha média

Concha pequena

Copo americano

\_

\

S

Copo duplo

W
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Colocamos ao lado de cada item uma caixa de fosforos ilustrativa, para fins de

referéncia quanto ao tamanho das medidas.

05
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Margarina ou Manteiga

Colocamos ao lado de cada item uma caixa de fosforos ilustrativa, para fins de
referéncia quanto ao tamanho das medidas.

06



REGISTRO DE ALIMENTOS

Dia 1l
Data: ............. [, | T Dia da SEMANA: ..veveeeeeeiee e
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Horario e Local

Alimentos ou
Preparagdes

Quantidade
(medida caseira)

Marca Comercial

07



REGISTRO DE ALIMENTOS

Dia 2
Data: ............. R [, Dia da SEMANA: ..evvveeeeeeeeeee e
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Horario e Local

Alimentos ou
Preparagoes

Quantidade
(medida caseira)

Marca Comercial
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REGISTRO DE ALIMENTOS

Dia 3
Data: ............. R [, Dia da SEMANA: ..evvveeeeeeeeeee e
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Horario e Local

Alimentos ou
Preparagdes

Quantidade
(medida caseira)

Marca Comercial
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ANEXOS

ANEXO 1. Informagdes para os membros de bancas julgadoras.
ANEXO 2. Parecer do Comité de Etica (CEP)
ANEXO 3. Ficha de Aluno
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P6s-Graduacao

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

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

2. Os membros da banca fardao a argliigao oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiiir 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 argiicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argliicao.

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

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de POs-
Graduagao: 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 - S&o Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br


mailto:pgfarma@usp.br
mailto:pgfarma@usp.br

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP/FCF/55/12

” i ~S&o Paulo, 01de agosto de 2012.
lima. Sra.
Profa. Dra. Silvia Mana Franciscato Cozzolmo
FBA

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunio realizada
erﬁ 31 de julho de 2012, aprovou as alteragées do projeto “Estado nutricional
_ relativo ao selénio, concentracdes de mercurio, estresse okidativo e o0s
polimorﬁémos Pro198leu e GSTM1 em mulheres residentes em area de risco de
contaminagéo por mercurio” (Protocolo CEP n°® 574), que consiste na substituicdo do
local da coleta do material biolégico que sera realizada no Laboratério Alphaclin, -
situado em Porto Velho - RO. .

O CEP/FCF solicita, apenas, que a refenda alteracéo seja comg|da
no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Atenciosament

Profa. Dra. /ylrrza dgraf
Coordenadora do Comité de Eti
~ CEP/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 6§80, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622, fone / Fax: {11)3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br
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Ficha do Aluno

Fanus - sistema Administrativo da Pés-Graduacgéo

Universidade de Siao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 5764926/3 - Ariana Vieira Rocha

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogagao:

Data de Aprovacao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

aw@usp.br
23/06/1984
RG-000582453 - RO
Estado de Rondénia
Brasileira

Bacharel em Nutricdo - Faculdade S&o Lucas - Centro de Ensino Sao Lucas
Ltda - Brasil - 2005

Mestre em Ciéncia dos Alimentos - Area: Nutricdo Experimental - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo - S&o Paulo - Brasil -
2009

Doutorado
Ciéncia dos Alimentos
Nutricao Experimental
03/11/2010
03/11/2010
03/03/2015

Prof(a). Dr(a). Silvia Maria Franciscato Cozzolino - 03/11/2010 até o presente.
E.Mail: smfcozzo@usp.br

Inglés, Aprovado em 03/11/2010

120 dias
Periodo de 03/11/2014 a 03/03/2015

Aprovado em 28/01/2013

Ingressou no Doutorado em 03/11/2010
Prorrogacéo em 29/08/2014

Aluno mafriculado no Regimento da Pés-Graduacédo USP (Resolucdo n® 5473 em vigor de 18/09/2008 até

19/04/2013)

Ultima ocorréncia: Prorrogacédo em 29/08/2014

https://uspdigital .usp.br/janus/alunoGeral ficha/fichaD cAlunoParalmpressao.jsf
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30/01/2015 Ficha do Aluno

FJanus - sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

pDE D
s 'sfo

s

Universidade de Sido Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 5764926/3 - Ariana Vieira Rocha

EDM5791- Metodologia do Ensino Superior (Faculdade
5/6 de Educac¢ao - Universidade de Sao Paulo)

HNT5757- Educacao em Nutricdo (Faculdade de Saude
3/3 Publica - Universidade de Sao Paulo)

16/03/2011 30/06/2011 120 8 100 A N Concluida

12/04/2011 21/06/2011 60 4 100 A N Concluida

Redac¢ o de Trabalhos Cientfficos (Instituto de
Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao  31/10/2011 08/12/2011 45 3 100 A N Concluida
Paulo)

FBC5883- Avaliacdo da Toxicidade de Contaminantes
5/1 em Amostras Ambientais

ICB5711-
21

09/08/2012 19/09/2012 60 4 87,5 A N Concluida

Publicagdo do capitulo "Cromo”, no livro
"Bases bioguimicas e fisiologicas da nutricdo:
nas diferentes fases da vida, na saude e na
doenca", p. 341-353, Brasil, 2013

Atividade
do
Programa

01/01/2013 01/01/2013 - 1 0 - - -

Publicagdo do capitulo "Vitamina E', no livro
"Bases bioquimicas e fisioldgicas da nutricdo:
nas diferentes fases da vida, na saude e na
doenc¢a", p. 440-448, Brasil, 2013

Atividade
do
Programa

01/01/2013 01/01/2013 - 1 0 - - -

Publicagdo do capitulo "Vitamina C", no livro
"Bases bioquimicas e fisioldgicas da nutricdo:
nas diferentes fases da vida, na saude e na
doenga", p. 449-468, Brasil, 2013

Atividade
do
Programa

01/01/2013 01/01/2013 - 1 0 - - -

Disciplinas: 0 20 22
Estagios:
Total: 0 20 22

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

A- Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T
- Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Prorrogacéo em 29/08/2014
Impresso em: 30/01/15 11:52:51

https://uspdigital .usp.br/janus/alunoGeralficha/fichaD oAlunoParalmpressao.jsf
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