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RESUMO

BARROS, S. E. de L. Concentracdo de Selénio e Selenoproteinas e sua Relacao
com o Estresse Oxidativo em Pacientes com Doenga de Crohn. 2016. 67p.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias e Saude,
Universidade Federal do Piaui, Teresina — PlI.

INTRODUGCAO: A Doenca de Crohn (DC) caracteriza-se por uma inflamacao crénica
que pode comprometer qualquer segmento do aparelho digestivo, agredindo a
mucosa de forma transmural e descontinua. Diversos fatores estdo envolvidos na
patogénese dessa doenca, como a propria inflamacdo e o desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o sistema de defesa
antioxidante. Nesse contexto, o selénio (Se) tem papel importante por integrar o
sistema antioxidante. Este trabalho avaliou as concentracbes de Se e
selenoproteinas e sua relacdo com o estresse oxidativo em pacientes com DC.
METODOLOGIA: Estudo do tipo caso-controle, com 72 participantes de ambos 0s
sexos, na faixa etaria entre 20 e 59 anos, categorizados em trés grupos: Gl
(pacientes com DC em atividade, n=20), Gll (pacientes com DC em remisséo, n=27)
e GIlIl (grupo controle (sem DC), n=25). Os pacientes eram assistidos no Hospital
Universitario da Universidade Federal do Piaui. A ingestdo dietética de Se foi
investigada por meio de registro alimentar de trés dias, analisados pelo software
“Nutwin”, versédo 1.5. As concentracdes plasmaticas e eritrocitarias do mineral foram
determinadas por espectrometria de emissdo atdomica Optica (ICP OES). A
Selenoproteina P (SepP) foi quantificada usando o método ELISA do tipo sanduiche,
conforme kit especifico. A atividade da enzima glutationa peroxidase eritrocitaria
(GPx1) foi avaliada em analisador bioquimico automatico, de acordo com kit
comercial. A determinacdo do marcador de peroxidacao lipidica foi realizada a partir
da producao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Realizou-se a
andlise estatistica no software SPSS for Windows verséo 20.0, adotando-se o nivel
de significancia de 5%. RESULTADOS: As meédias da ingestdo dietética do Se
estavam adequadas, de acordo com a EAR (Estimated Average Requerement) (45
Mg/dia), e significativamente menores em relacdo ao grupo controle. As
concentracbes de Se plasmatico estavam reduzidas nos pacientes com DC, como
também inferiores ao valor de referéncia, com diferenca estatistica entre 0os grupos.
Os valores médios de Se eritrocitario mostraram adequacao nas concentracdes do
mineral, conforme valor de referéncia, apresentando-se significativamente mais
reduzidos nos grupos com a doencga. As concentracdes de SepP foram menores nos
pacientes em atividade da doenca em relacdo ao grupo controle, com diferenca
significativa. A atividade da GPx1 mostrou-se elevada nos grupos com a doenca,
sem diferenca estatistica entre eles, porém com diferenca ao compara-la com o
grupo controle. As concentracdes de TBARS foram significativamente mais elevadas
nos pacientes em atividade da doenca. CONCLUSAO: Os pacientes com DC
apresentam comprometimento no estado nutricional relativo ao Se, condicéo
reafirmada pela SepP, como biomarcador desse mineral. A elevada atividade da
GPx1 caracteriza 0 estresse oxidativo frente ao aumento da peroxidacéo lipidica
independente do grau inflamatério da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Selénio. Doenca de Crohn. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

BARROS, S. E. de L. Concentration of selenium and Selenoproteins and its
Relationship with Oxidative Stress in Patients with Crohn's Disease. 2016. 67p.
Thesis (Master) - Master's Program in Health Sciences, Federal University of Piaui,
Teresina - PI.

INTRODUCTION: Crohn's disease (CD) is characterized by chronic inflammation that
may affect any part of the digestive system, attacking the lining of transmural and
discontinuously. Several factors are involved in the pathogenesis of this disease,
such as inflammation itself and the imbalance between the production of reactive
oxygen species (ROS) and the antioxidant defense system. In this context, the
selenium (Se) has an important role to integrate the antioxidant system. METHODS:
A case-control study with 72 participants of both sexes, aged between 20 and 59
years, categorized into three groups: Gl (CD patients in activity, n = 20), Gl (patients
with CD remission, n = 27) and GllIlI (control group (no CD), n = 25). The patients
were assisted at the University Hospital of the Federal University of Piaui. Dietary
intake of Se was investigated by a three days food report, analyzed by software
"Nutwin" version 1.5.1.1. The erythrocyte and plasma concentrations of the mineral
were determined by the optical atomic emission spectrometry (ICP OES). The
Selenoprotein P (SepP) was quantitated using sandwich enzyme immunoassay
technique, as specific kit. The activity of glutathione peroxidase erythrocyte enzyme
(GPx) was assessed in automatic biochemical analyzer in accordance with a
commercial kit. The determination of lipid peroxidation marker was made from the
production of reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS). Statistical analysis
was performed using SPSS for Windows version 20.0, adopting the significance level
of 5%. RESULTS: The mean intake of the selenium were adequate, according to the
EAR (Estimated Average Requerement) (45 mg / day), and significantly lower than
the control group. The selenium plasma concentrations were reduced in patients with
CD, as also below the reference value, with statistical difference between the groups.
The average values of erythrocyte selenium showed adequacy in concentrations of
the mineral as the reference value, performing significantly lower in the group with
disease. The SepP concentrations were lower in patients in disease activity
compared to the control group, with significant difference. The GPx activity was high
in groups with the disease, with no statistical difference between them, but with a
difference when comparing it with the control group. The TBARS concentrations were
significantly higher in patients in disease activity. CONCLUSION: Patients with CD
have impaired of the nutritional status of the selenium, condition reaffirmed by SEPP,
as a biomarker of this mineral. The high activity of GPx characterize oxidative stress
due to increased lipid peroxidation, independent of the degree of inflammatory
disease

Keywords: Selenium. Crohn’s disease. Oxidative Stress
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1 INTRODUCAO

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl) representam uma condicao crénica
idiopatica que promove disfuncéo do trato gastrointestinal e, com base em critérios
clinicos, histologicos e radiologicos, podem ser categorizadas em dois subtipos
principais: Retocolite Ulcerativa (RU) e Doenca de Crohn (DC). A DC é caracterizada
por multiplas agudizagfes e remissdes, provocando diarreia crénica, dor abdominal,
sangramento retal e desnutricdo (GENTSCHEW et al., 2012), cuja etiologia envolve
a interacdo entre fatores genéticos, imunologicos e ambientais, que prejudicam a
homeostase intestinal e promovem desequilibrio da resposta imunoldgica do
paciente e o desenvolvimento da inflamacéo cronica (ALZOGHAIBI, 2013).

No Brasil, estudos epidemiolégicos sobre Dlls ainda sé&o escassos, devido as
dificuldades no diagnéstico e estudos com amostras populacionais reduzidas.
Embora, estudos com pacientes sob acompanhamento em ambulatério, mostrem
aumento das frequéncias de consultas ambulatoriais e internacdes de pacientes com
Dlls em grandes metrépoles brasileiras (ELIA et al.,2007; KLEINUBING et al., 2011).

Na mucosa inflamada ocorre infiltracdo de neutroéfilos que produzem espécies
reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs), favorecendo a ocorréncia de
estresse oxidativo (MAOR et al., 2008). Sobre este aspecto, destaca-se a atuacao
do selénio (Se) como nutriente antioxidante. Esse mineral reduz a inflamacgéo
cronica neutralizando o excesso de EROs e, exerce efeito modulador em estados
inflamatorios e imunoldgicos alterados (VOLP et al., 2010).

O quadro clinico da DC pode comprometer o status de alguns nutrientes,
principalmente elementos tracos, como 0 Se, que estdo presentes em pequenas
concentracfes e apresentam-se depletados nas fases ativa e de remissdo da DC
(ANJALI et al.,, 2015). A deficiéncia desse mineral pode contribuir para a
manifestacdo da inflamacéo, aumentando a suscetibilidade ao dano oxidativo por
comprometer a sintese de selenoproteinas com acdo antioxidante, como a
Glutationa Peroxidase (GPx) e a Selenoproteina P (SepP) (KAUSHAL et al., 2011;
SHAMIR, 2009).

Considerando os aspectos clinicos e metabdlicos apresentados, relacionados
a DC, a presenca de estresse oxidativo nos pacientes, bem como a atuacdo do Se
como nutriente antioxidante, julga-se importante a realizacdo deste estudo, com
vistas ao melhor entendimento acerca do papel desse mineral na protecdo contra os

danos causados pelo estresse oxidativo.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Doenca de Crohn: aspectos epidemioldgicos, etioldgicos e clinicos

A Doenca de Crohn (DC) pode comprometer qualquer segmento do aparelho
digestivo, desde a boca até o anus, mas principalmente o ileo e o célon, agredindo a
mucosa de forma transmural e descontinua (BAUMGART e SANDBORN, 2012;
ELIAKIM et al.,, 2012). A quantidade de pacientes acometidos por essa doenca
cresce exponencialmente a cada ano, sobretudo, nos paises desenvolvidos. O
Brasil, apesar de ndo ser caracterizado como um pais desenvolvido, pode ser
incluido no grupo de risco, apresentando crescente incidéncia (ALZOGHAIBI, 2013;
SOUZA et al., 2011).

Sobre os dados epidemiolégicos, estudo realizado no Estado de S&o Paulo,
revelou incidéncia de 3,50 casos/100.000 habitantes; com prevaléncia de 5,65
caso0s/100.000 habitantes totais para Dlls (VICTORIA; SASSAKI; NUNES, 2009).
Estes resultados, se assemelharam com os encontrados em outros paises da
América Latina. No estado do Piaui, verificou-se para as Dlls, incidéncia de 1,53
caso0s/100.000 habitantes/ano, e prevaléncia de 12,8 casos/100.000 habitantes em
2012, no Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal do Piaui (UFPI)
(PARENTE et al., 2015).

Apesar da etiologia da DC ainda ser desconhecida, alguns fatores de riscos
podem contribuir para o seu surgimento, tais como: menor taxa de amamentacgao,
adocdo de estilo de vida sedentério, exposicdo a poluicdo do ar, consumo de
excessivas quantidades de acUcar e gorduras poliinsaturadas, e tabagismo
(BAUMGART; SANDBORN, 2012). As faixas etéarias entre 15 e 20 anos e de 55 a 60
anos caracterizam o pico de acometimento da DC, o que ndo a impede de surgir em
outros estagios da vida (ALZOGHAIBI, 2013).

Diversos fatores estdo envolvidos na patogénese da DC, a exemplo da
resposta imune inata e adaptativa desregulada; aumento da producdo de
mediadores inflamatérios nao-especificos, como: citocinas, quimiocinas,
prostaglandinas e leucotrienos; rompimento da funcdo de barreira da mucosa
intestinal, elevada producdo de EROs e ERNSs, além de outros mecanismos que, por
si sO, ndo podem ser identificados como evento causador, mas representam
informacdes valiosas sobre sua fisiopatologia (CORMAN, 2012; GOYAL et al., 2014;
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PODOLSKY, 2002).

O diagnostico da DC se dé por meio de investigacdo baseada na combinacéo
de dados clinicos, laboratoriais, endoscopicos, histologicos e de imagem do
paciente; minimizando equivocados subdiagnoésticos (SOUZA et al., 2011). Seus
principais sintomas séo: diarreia, dor abdominal e perda de peso (FLORA; DICHI,
2006).

O tratamento clinico é feito com aminossalicilatos, corticoides, antibioticos e
imunossupressores, tendo como objetivo a diminuicdo de sintomas agudos e a
manutencdo da doenca em remissdo. A cirurgia pode ser necessaria no tratamento
clinico, no entanto, essa doenca ndo é cirurgicamente curavel, com ciclo de vida
marcado por agudizacdes e remissdes. A diferenciacdo entre essas duas fases da
doenca pode ser feita com base no indice de atividade da doenca de Crohn (IADC),
considerado padréo ouro (BRASIL, 2002).

2.2 Doenca de Crohn e Estresse Oxidativo

A inflamacéo esta diretamente relacionada com a formacéo de intermediérios
pré-oxidantes. Segundo loannidis et al. (2011), o aumento de subprodutos da
peroxidacdo lipidica, como as Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
(TBARS), tem relacdo positiva na aceleracdo e manutencdo do processo
inflamatorio, o que evidencia a relacdo entre o estresse oxidativo e a DC. Dessa
forma, o estresse oxidativo tem sido proposto como um mecanismo subjacente a
fisiopatologia da DC (ALZOGHAIBI, 2013). As células reagem ao estresse oxidativo
por mecanismos que englobam a producao de agentes antioxidantes. Essa condi¢céao
sistémica € geralmente definida como um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes, caracterizada pelo aumento de EROs e de ERNs
(YAMAMOTO; CHIBA; MATSUMOTO, 2015).

Destaca-se que o trato gastrointestinal é uma das principais fontes de
producdo de EROs, pois, apesar da barreira de protecdo exercida pela camada
epitelial, materiais e agentes patogénicos ingeridos podem causar inflamacéo por
ativar o sistema imune inato (neutréfilos polimorfonucleares e macrofagos), que
produzem citocinas inflamatérias e outros mediadores contribuindo para a
progressao do estresse oxidativo (BHATTACHARYYA et al., 2014). Dessa forma, a

principal caracteristica patologica na DC diz respeito a infiltracdo de neutrofilos e
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macréfagos no intestino (ALZOGHAIBI, 2013). Estudos tém demonstrado em
modelos animais com colite, relacdo entre a infiltragcdo de neutréfilos e a gravidade
da doenca (MANGERICH et al., 2012).

A ativacdo das células do sistema imune inato resulta em aumento na
liberacdo de oxigénio e nitrogénio, consequentemente na producdao de potentes
oxidantes como, os radicais superoxidos (O,) e o Oxido nitrico (ON). O radical
superéxido por sua vez, pode formar ainda compostos altamente reativos ao reagir
com o peroxido de hidrogénio (H.O,), formando o radical hidroxila (OH) ou, com o
ON para produzir o peroxinitrito (ONOO") (KNUTSON et al., 2013; MORET et al.,
2014).

Para manter a homeostase e integridade molecular, o organismo possui
sistemas antioxidantes enziméaticos que incluem a GPx, SepP, catalase (CAT) e a
superoxido dismutase (SOD), e ndo enzimaticos, a exemplo das vitaminas A, C e E,
e dos minerais zinco, cobre e selénio (IBORRA et al., 2011). A SOD atua levando o
radical superdxido (O,) para outro caminho, catalisando a sua conversdo para
peréxido de hidrogénio, que posteriormente pode ser reduzido a agua por meio da
GPx. A SepP, por sua vez pode reduzir peroxinitritos e hidroperoxidos de
fosfolipidios (ALMONDES et al., 2010; ALZOGHAIBI et al., 2013).

Estes mesmos autores afirmam que, as concentracdes destes antioxidantes
disponiveis no interior das células e no meio extracelular devem ser suficientes para
manter a fisiologia normal visto que, se as concentracdes de radicais livres forem
maiores que a capacidade de defesa do organismo, resultara em dano oxidativo.
Desse modo, pessoas com menor capacidade antioxidante, apresentam maiores
chances de desenvolver doencas inflamatérias intestinais quando expostas ao

estresse oxidativo.

2.3 Selénio: aspectos metabdlicos e fisiologicos

O selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico Berzelius. Reconhecido
anteriormente apenas por seus efeitos toxicos, somente em 1957, Schwarz e Foltz
demonstraram uma possivel funcionalidade para prevencéo de necrose hepatica em
ratos. Anos depois, elucidou-se seu envolvimento na Doenga de Keshan,
cardiomiopatia fatal que surgia na deficiéncia (ALISSA; BAHIJRI; FERNS, 2003).

Atualmente, sabe-se do envolvimento do Se na prevencéo e tratamento de
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varios outros processos fisioldgicos, incluindo doencas neuromusculares, funcédo da
tiredide, fertilidade masculina, funcéo imunoldgica e inibicdo da expressao viral, no
caso da AIDS (LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEYV, 2014).

O Se pode apresentar-se sob dois tipos de espécies quimicas: inorganica e
organica. Na forma inorganica, & encontrado como Selenito e Selenato,
principalmente em suplementos alimentares. Na forma organica, por sua vez, é
encontrado como Selenocisteina (Sec), em alimentos de origem animal;
Selenometionina (SeMet), presente em alimentos de origem vegetal, e como
Selenometilselenocisteina, principal composto de Se encontrado em certos vegetais
acumuladores do mineral (FAIRWEATHER-TAIT; COLLINGS; HURST, 2010; MEHDI
et al., 2013; RAYMAN, 2012).

Segundo o Institute of Medicine (IOM, 2000), a castanha do Brasil é
considerada o alimento mais abundante em Se, contudo, ndo é frequentemente
ingerida pela populagéo brasileira. O teor de Se na castanha do Brasil depende de
algumas variaveis, como: o peso da castanha e o conteudo do mineral no solo, que
oscila de acordo com a regido geogréafica (ALISSA; BAHIJRI; FERNS, 2003;
RAYMAN, 2012).

Alimentos proteicos como: carne bovina, figado, rim, frango, peixe, ovos, leite
e derivados, também apresentam quantidades importantes de Se e em muitos
paises sdo a principal fonte alimentar do mineral, apresentando uma variacdo entre
20-50% de biodisponibilidade para este nutriente. Os frutos do mar, cereais e o
levedo de cerveja sao também uma boa fonte de Se, cuja biodisponibilidade pode
chegar a mais de 80%. Outras fontes desse nutriente sdo os vegetais dos géneros
Brassica (brocolis, couve de Bruxelas, couve-flor, couve, repolho, mostarda) e Allium
(alho, cebola, cebolinha) (COMINETTI et al., 2011; DRUTEL; ARCHAMBEAUD,;
CARON, 2013; FAIRWEATHER-TAIT; COLLINGS; HURST, 2010).

Alguns fatores podem influenciar a biodisponibilidade do Se, facilitando a sua
absorcdo, como: metionina, proteinas, vitaminas E e A. Outros fatores podem inibir
a sua biodisponibilidade, sdo eles: chumbo, cadmio, enxofre, arsénio, mercurio,
calcio e o ferro férrico (COMINETTI et al., 2011; MEHDI et al., 2013).

Um aspecto importante a ser destacado diz respeito a recomendacdo da
ingestdo de Se (55 ug/dia) ser muito proxima da recomendacao relativa ao limite
maximo tolerado (400 ug/dia). Dependendo da quantidade ingerida do mineral

podem ocorrer sintomas de deficiéncia, bem como de toxicidade (IOM, 2000).
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Uma das primeiras descobertas relacionadas a deficiéncia de Se, ou
selenopenia, foi a sua relagdo com o desenvolvimento da doenca de Keshan, uma
cardiomiopatia endémica de algumas areas da China caracterizada por insuficiéncia
cardiaca fulminante (ANDOH et al., 2005). Outra enfermidade associada a
deficiéncia do mineral é a doenca Kashin-Beck, uma desordem 6ssea que ocorre em
adolescentes (IOM, 2000). A Selenopenia também danifica o endotélio vascular e
desregula os sistemas antioxidantes celulares, podendo estar relacionada a
incidéncia do cancer de colon em humanos (ALMONDES et al., 2010).

Por outro lado, dosagens acima do recomendado podem culminar no
surgimento dos sintomas de selenose, como: distarbios gastrointestinais e do
sistema nervoso, halitose, fadiga, irritabilidade, irritacdo da pele, perda de cabelo e
descoloracdo das unhas. Essa condicdo pode perdurar por mais de 90 dias
(DRUTEL; ARCHAMBEAUD; CARON, 2013; DUNTAS, 2010).

Além disso, estudos tém mostrado que concentracdes de Se acima da
guantidade necessaria para a sintese maxima de selenoproteinas, promovem efeito
contrario em relacdo ao seu papel antioxidante na protecéo contra os radicais livres.
por aumentarem o0s ciclos redox com tidis intracelulares, levando ao estresse
oxidativo e danificando os componentes celulares (PAPP et al., 2007; RAYMAN et
al., 2012; STRANGES et al., 2007).

Quanto ao seu metabolismo, o Se é absorvido no segmento superior do
intestino delgado e reduzido a Seleneto nos enterécitos (SPECKMANN e
STEINBRENNER, 2014). Esse processo ocorre para diferentes formas desse
nutriente, como apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Metabolismo do selénio
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Os compostos de Se organicos e inorganicos sao convertidos
metabolicamente em Seleneto. No caso da SeMet, esse processo dar-se
inicialmente pela sua transformacdo em Sec, e na sequéncia, a producdo de
Seleneto. E importante salientar que a SeMet é incorporada de forma n&o especifica
em proteinas corporais e pode ser submetida a producdo de Metilselenol, que é
desmetilado em Seleneto, este por sua vez, € metabolizado em Selenofosfato, fator
determinante para a sintese das selenoproteinas (COMINETTI et al., 2011,
FAIRWEATHER-TAIT et. al., 2011).

O seleneto também é um metabdlito intermediario para a excrecdo de Se. Em
niveis mais baixos de ingestdo, pode ser excretado na urina na forma de
selenoacucar. Porém, quando produzido em grandes quantidades, da origem aos
compostos dimetilseleneto e trimetilselénio, que sédo excretados na respiracao, fezes
ou urina (KRITTAPHOL et al., 2010; OHTA; SUZUKI, 2008).

Sado varias as formas utilizadas para avaliar a biodisponibilidade do Se.
Quando analisado no eritrécito, cabelo e unhas, é refletido o seu estado a longo
prazo. Por outro lado, a medida desse nutriente no plasma e na urina reflete o
estado do Se a curto prazo. Com relacdo aos marcadores bioquimicos relativos ao
Se, ndo h& consenso quanto aos valores de referéncia de normalidade. Esse fato
decorre das diferentes quantidades de Se no solo, o que leva a variacdo do estado
nutricional do mineral da populacdo. Outra forma é medir a atividade ou
concentracdo das selenoproteinas (ANDOH et al., 2005; FAIRWEATHER-TAIT et.
al., 2011).

O efeito protetor do selénio dar-se pela acdo das selenoproteinas, cuja
sintese tem inicio a partir do processo da aminoacilagdo do RNA transportador de
Insercdo de Selenocisteina (tRNA®) ao residuo Serina. Este Ultimo, reage com o
Selenofosfato, por meio da Selenocisteina Sintase (SecS), para produzir o RNA
transportador de Selenocisteina (Sec-tRNA). Apds essa etapa, a Sequéncia de
Insercdo da Selenocisteina (SECIS) identifica o cédon correspondentes a Sec,
facilitando a sua incorporacdo ao fator de elongacdo de Selenocisteina (eEFSec),
onde, finalmente, a Selenoproteina € sintetizada, conforme figura abaixo
(CASSAGO, 2010; LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV, 2014).

Figura 2- Sintese das selenoproteinas
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Cerca de 25 selenoproteinas ja foram identificadas de acordo com sua funcao
no organismo. De modo geral, além de estarem envolvidas nos processos de
protecdo antioxidante, também participam do metabolismo dos hormdnios
tireoidianos e da sintese de DNA e proteinas. As selenoproteinas sdo classificadas
como: tioredoxinas redutases; iodotironinas desiodases; glutationas peroxidases;
metionina sulféxido redutase B e SepP. Estas trés ultimas séo caracterizadas por
exercerem importante funcdo antioxidante (BURK; HILL; MOTLEY, 2003;
FERREIRA, 2010).

A biossintese e atividade das glutationas peroxidases, assim como as demais
selenoproteinas, sdo dependentes de Se. A GPx3 é altamente responsiva a
disponibilidade desse mineral, sendo entdo um bom marcador, pois suas
concentracfes no plasma caem a medida que aumenta a gravidade da deficiéncia
(BURK; HILL, 2009; COMINETTI et al., 2011).

Contudo, a GPx3 representa menos de 20% do selénio plasmatico, possuindo
apenas um residuo de Sec por molécula; enquanto, a SepP transporta mais do que
60% desse mineral no plasma, contendo até 10 residuos de Sec por molécula
(ANDOH et al.,, 2005). Em relagdo ao total de selénio plasmatico contido nas
selenoproteinas, que é de aproximadamente 8 mg/dl, a SepP contém 6-7 mg/dl, ao
passo que a GPx contém 1-2 mg/dl (BURK; HILL; MOTLEY, 2003). Outro aspecto
importante, € que a meia-vida da SepP no plasma € de 3-4 h, enquanto que a da
GPx é de 12h, assim sugere-se que a sintese e turnover da SepP in vivo €é rapida e
eficiente (SHETTY; SHAH; COPELAND, 2014). Deste modo, estudos recentes
trazem a SepP como o biomarcador mais sensivel ao estado nutricional do selénio
(DRUTEL; ARCHAMBEAUD; CARON, 2013; SHETTY; SHAH; COPELAND, 2014).



Referencial Bibliogrdfico 22

A SepP pode ser dividida nos dominios N-terminal e C-Terminal, e sua fungéo
é fornecer Se para os 6rgados do corpo, sendo expressa em niveis mais altos no
figado, intestino e rins (ALMONDES et al., 2010). Existem varios receptores, como a
apolipoproteina E (ApoER2) e o Megalin, que implicam na captacdo especifica da
SepP, otimizando-a em baixas concentragdes de selénio. A ApoER?2 se liga a SepP
e facilita a sua absor¢cédo para os testiculos e o cérebro. O Megalin, por sua vez,
regula a absorcéo de SepP pelo tubulo proximal do rim, como apresentado na figura
3 (LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV, 2014; XIA et al., 2010).

Figura 3 - Transporte do selénio pela selenoproteina P
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FONTE: Adaptado - Fairweather-Tait et al., (2012)

2.4 Doenca de Crohn, Estresse Oxidativo e Selénio

Pacientes com DC sdo submetidos a um risco elevado de desenvolver
estresse oxidativo e a um comprometimento do sistema de defesa antioxidante da
mucosa intestinal, com reducdo nas concentracbes de enzimas e nutrientes
antioxidantes, dentre eles o0 Se (SHAGHAGHI et al., 2014).

A deficiéncia de Se pode comprometer a sintese e funcéo de selenoproteinas,
e prejudicar a capacidade antioxidante, agindo diretamente sobre o agente oxidante
ou indiretamente no centro ativo da enzima antioxidante (TINGII, 2008) E ainda, o

déficit desse mineral estd diretamente relacionado com algumas vias envolvidas na
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inflamacéo e no estresse oxidativo, como a regulagédo da fung¢édo de macrofagos. Os
macréfagos estdo divididos em dois grupos: macréfagos tipo 1 (M1) e macréfagos
tipo 2 (M2). Os M1 sao pré-inflamatérios, produtores de EROs, ativados por:
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF), dentre outros fatores
estimulantes. Ja& os M2 s&o antiinflamatoérios, aumentam a expresséo de arginase-1,
entre outros fatores que competem com a L-arginina (substrato para a sintese de
oxido nitrico), para produzir L-ornitina e uréia em vez de Oxido nitrico, e sao ativados
por: IL-4, IL-13, e IL-10 (KUDVA; SHAY; PRABHU, 2015).

Kaushal et al. (2014) realizaram um estudo de suplementacdo com 0,4 partes
por milhdo (ppm) de selenito de sodio em ratos deficientes em selénio tratados com
dextran sulfato de sédio (DSS). Observaram uma supressdo de marcadores de M1 e
uma alta regulacdo de marcadores de M2, como a IL-10. Portanto, estudos como
esse revelam que a suplementacdo de selénio aumenta a polarizacdo de
macrofagos tipo 1 para macréfagos tipo 2, diminuindo a inflamacgéo.

Dessa forma, a ingestdo dietética adequada de Se pode reduzir o risco de
doencas crbnicas associadas ao estresse oxidativo e a inflamacdo inibindo a
ativacdo de vias pro-inflamatérias. Pois, além da regulacdo dos macréfagos, esse
mineral age por meio da quelacéo de radicais livres e, ainda bloqueia o fator de
transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), que modula a producdo de mediadores
inflamatorios e moléculas de adesdo. Além disso, a deficiéncia desse nutriente
compromete a composicdo da microbiota intestinal e a integridade da barreira
epitelial (VOLP et al., 2010) (Figura 4).

Figura 4 — Selénio e estresse oxidativo
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Como mencionado, 0 Se pode exercer seu papel protetor por acéo direta ou

por meio de selenoproteinas dependentes desse mineral (FAIRWEATHER-TAIT et
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al., 2011). Dessa forma, a reducdo na expressdo/atividade das selenoproteinas
promove aumento na producdo de EROs e acumulo de moléculas oxidadas,
prejudicando a homeostase celular (TOUAT-HAMICI et al., 2014). No entanto,
mesmo que haja crescentes evidéncias sobre a importancia do sistema antioxidante
na DC, os dados disponiveis sobre a atividade e/ou concentracdo das
selenoproteinas nestes pacientes, ainda sdo escassos (PINTO et al., 2013).

Entre as selenoproteinas, a GPx e a SepP tém sido estudadas por seus efeito
antioxidante e antiinflamatorio. Sobre a SepP, estudos mostram que além de
proteger contra o dano oxidativo, apresenta relacdo inversa de suas concentragdes
com o desenvolvimento de Dlls e céancer colorretal (ANDOH et al., 2005;
SPECKMANN et al., 2010; STEINBRENNER; SPECKMANN, 2013).

A GPx pertence a uma familia de enzimas que tem como funcdo reduzir
EROs, especificamente perdxido de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos. Existem
quatro isoformas de glutationa peroxidase (GPx) presentes no intestino. A GPx1 e a
GPx2 sao reguladas por vias de estresse celular mediada por fatores de transcricéo,
tais como p53, fator nuclear Nrf-2 e p63, respectivamente. AGPx3 tem um potente
papel supressor da tumorogénese. A GPx4 detoxifica hidroperédxidos lipidicos,
prevenindo a oxidacdo e mantendo a integridade celular. Dessa forma, essa enzima
pode reduzir a inflamagdo crénica no célon e prevenir a tumorogénese (KUDVA;
SHAY; PRABHU, 2015; SPECKMANN; STEINBRENNER, 2014).

Neste contexto, estudos experimentais com camundongos induzidos a DII,
tém sugerido a presenca de auto-regulacdo dos genes que codificam as
selenoproteinas GPx1 e GPx2. Na auséncia de um destes genes ocorre aumento na
atividade do outro gene, como resposta compensatoéria de protecdo contra os danos
oxidativos. E, na auséncia dos dois genes (GPx1 e GPX2), os camundongos
apresentaram feno6tipo de Dlls grave (ESWORTHY et al., 2001; FLORIAN et al.,
2001; TE VELDE, 2008), reafirmando que a atividade e expressdo das
selenoproteinas antioxidantes estdo associadas com o estresse oxidativo, sendo de
grande importancia na regulagdo do mesmo.

Desse modo, concentracdes adequadas de selénio ajudam a neutralizar o
excesso de EROS, bem como a peroxidacao lipidica, inibindo a ativacdo da cascata
de citocinas pro-inflamatérias e, consequentemente, previne o desenvolvimento da
inflamacgéo em individuos (COMINNETI et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar as concentracfes de selénio e selenoproteina P e sua relagdo com o

estresse oxidativo em pacientes com doenga de Crohn.

3.2 Objetivos Especificos

» Estimar o consumo alimentar em relagdo a ingestdo energética, de
macronutrientes e selénio;

= Determinar as concentracdes de Se plasmatico, Se eritrocitario e SepP;

» Analisar a atividade da GPx1 e concentracdes de TBARS;

= Verificar a relagdo entre as concentracdes dos marcadores de selénio e de
estresse oxidativo em pacientes com DC.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacdo do Estudo e Protocolo Experimental

O estudo de natureza analitica, do tipo caso-controle, com amostra de
conveniéncia, envolveu 72 participantes de ambos 0s sexos, na faixa etaria entre 20
e 59 anos. Os patrticipantes foram alocados em trés grupos: Gl (pacientes com DC
em atividade, n=20), Gll (pacientes com DC em remissdo, n=27) e GlII (controle -
sem DC, n=25). Estes foram recrutados de acordo com a demanda espontanea do
HU da UFPI, no periodo de fevereiro a outubro de 2015.

Foram incluidos no estudo aqueles que ndo faziam uso de suplemento
polivitaminicos e/ou medicamentos que pudessem interferir na avaliagdo do estado
nutricional relativo ao selénio, que ndo possuiam doencas coexistentes como
diabetes, disfuncdo hepatica ou renal, disturbios da tiredide, AIDS (Sindrome da
Imunodeficéncia Adquirida) e cancer. Nao foram incluidas gestantes ou mulheres em
lactacdo. O grupo controle foi constituido por individuos saudaveis, com
caracteristicas semelhantes ao grupo “caso” quanto: a faixa etaria e género,
seguindo os mesmos critérios de inclusdo supracitados. O fluxograma apresentado
na figura 5 ilustra o desenho amostral desse estudo.

Figura 5 — Fluxograma do desenho amostral

79
Doenga de Crohn

— ' ™,
=18 anos Doencas
-1 coexistentes
N— 10
— g
Lactantes ——
-1 Suplementos
- d contendo Se
-
- -4
Desi _ste ntes \ )

—
-

47
Doenga de Crohn

A

~ s
20 27 25
Doenca de Crohn Doenca de Crohn Grupo Controle

em atividade ) £m remissao L (sem a doenca)

Fonte: Elaborado pela autora.



Metodologia 27

O diagnostico de DC foi realizado por médico da instituicdo, conforme
critérios clinicos, laboratoriais, achados endoscopicos e histopatolégicos. A
diferenciacédo entre doenca ativa e periodo de remissao foi feita com base no indice
de atividade da doenca de Crohn (IADC), conforme apresentado no Quadro 1, que
adota a seguinte classificacdo: doenca em remisséo: IADC< 150; atividade leve a
moderada: IADC = 150 < 220; atividade moderada a grave: IADC = 220 < 450, e

atividade grave ou fulminante: IADC = 450.

Quadro 1- indice de Atividade da Doenca de Crohn (IADC)

Variavel Fator Subtotal
Multiplicad.

Média do numero de evacuacdes liquidas ou pastosas por X 2
dia nos ultimos 7 dias.
Dor abdominal (nenhuma = 0, leve = 1, moderada = 2, X5
intensa = 3)
Sensacédo de bem estar (bem = 0, desconfortavel = 1, ruim = X7
2, péssimo = 3, terrivel = 4)
Numero de complicacdes: (artrite/artralgia, irite/uveite, x 20
eritema nodoso/pioderma gangrenoso ou estomatite aftosa,
fissura/fistula ou abscesso anal, outras fistulas, febre >
37,8°C
Uso de difenoxilato ou loperamida (ndo = 0, sim = 1) x 30
Massa abdominal (ndo = 0, questionavel = 1, com certeza = x 10
5)
Hematdcrito (homens: 47 — Ht%, mulheres: 42 — Ht%) X 6
Peso (1 — peso / peso padréao x 100. Adicione ou subtraia x1
segundo o sinal)

Total do IADC

Fonte: BRASIL, 2002

Durante o recrutamento, os participantes receberam informacdes detalhadas

sobre a investigacdo com linguagem compreensiva e, ap0s aceitar participar do
estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), e descritivo
do projeto (Apéndice A). Informacdes relativas aos dados socioecondémicos, a
historia clinica e estilo de vida foram referidas pelos participantes no momento da
entrevista ou obtidas a partir do prontuario médico e registrados em formulario
préprio (Apéndice B). Exames bioquimicos, como PCR e albumina, foram obtidas a
partir do prontuario medico. Nesse mesmo momento foram entregues formularios
para obtencédo dos registros alimentares (Apéndice C), bem como agendadas as

datas para coleta de sangue.
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Na figura 6, observa-se o0 seguimento das atividades que foram realizadas
com os participantes do estudo:

Figura 6 — Atividades realizadas com os participantes do estudo

Selecéo dos participantes do estudo

2

Solicitagao de consentimento livre e esclarecido

2%

Preenchimento do formulério de identificacédo

<

Entrega de formulario para o registro alimentar

<

Agendamento da coleta de sangue

<

Avaliacdo antropométrica

2

Coleta de sangue

Avaliacdo do consumo alimentar Determinacéo dos parametros
bioauimicos

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Avaliagdo do Consumo Alimentar

Para a avaliacdo do consumo alimentar foi utilizado inquérito alimentar
realizado de acordo com a técnica de registro alimentar de trés dias,
compreendendo dois dias alternados durante a semana e um dia no final de semana
(sdbado ou domingo), por ser considerado um método de referéncia e apresentar

boa correlagcdo com avaliacdo da ingestdo de minerais como o Se (SCHRODER et
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al., 2001). No momento da entrega dos formularios, os participantes da pesquisa
foram orientados quanto a forma correta de registrar os alimentos, como discriminar
os tipos de refei¢cdes, preparacdes, porcionamento, medidas caseiras, quantidades e
horérios em que as mesmas foram consumidas.

Os dados dos registros foram calculados pelo software “Nutwin”, versdo 1.5
do Departamento de Informatica da Escola Paulista de Medicina/ UNIFESP (ANCAO
et al., 2002). No banco de dados desse software foram inseridas dados de energia e
macronutrientes dos alimentos e preparacdes consumidos, tomando por base a
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e os rotulos dos alimentos fornecidos pelos
participantes. Com relacdo ao Se, utilizou-se os dados de alimentos nacionais
conforme Ferreira et al. (2002), bem como da Tabela de Composi¢cdo de Alimentos
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2011).

Quanto ao consumo de macronutrientes, considerou-se a faixa de distribuicdo
aceitavel de macronutrientes (AMDR) do Institute of Medicine (IOM, 2005), cujos
valores sdo: 45 - 65% para carboidratos, 10 - 35% para proteinas, 20 - 35% para
lipidios. Para o Se, utilizou-se a necessidade média estimada (EAR) de 45 ug/dia,
visto ser a recomendacdo que melhor estima as necessidades de grupos (IOM,
2000).

ApoOs a realizacdo da andlise da dieta foi realizada o ajuste do selénio
segundo a energia. O valor energético da dieta pode influenciar a quantidade dos
nutrientes ingeridos e para controlar esse efeito faz-se necessério a realizacdo do
ajuste, sendo o método residual o mais recomendado (FISBERG et al., 2005; JAIME
et al., 2003; WILLETT; STAMPFER, 1986). Realizou-se o teste de Kolmogorov-
Smirnof para testar a normalidade dos dados tendo apontado que todas as variaveis
apresentavam distribuicdo normal. Em seguida, verificou-se correlagdo significativa
entre o0 selénio e a energia e, portanto, foi necessario o ajuste do selénio segundo a
energia.

O célculo possui quatro etapas. A primeira etapa consiste na andlise de
regressao linear simples, considerando-se o total de energia ingerida como variavel
independente e o valor absoluto do nutriente como variavel dependente. Utilizando-
se a equacao geral da regressao linear, pdde-se determinar a quantidade estimada
de nutriente (Ye) que o individuo deveria consumir com a sua média de consumo de

energia.
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[ Equacédo 1: Ye =3, + 1 X médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
Bo = intercepto da regressao linear simples
B1 = tangente
O residuo da regresséao (Yr) representa a diferenca entre a ingestao atual

observada (Yo) para cada individuo e a ingestao estimada.

[ Equacado 2: Yr=Yo - Ye ]

Por definicdo, o residuo possui média zero e pode apresentar valores

positivos e negativos. Com isso, faz-se necessaria a adicdo de uma constante, que é
estatisticamente arbitraria. Willett; Howe; Kushi (1997) propdem que a constante
seja 0 consumo do nutriente estimado para a média do total de energia consumida

pela populagéo de estudo.

[ Equacéo 3: Yc = o + (B1 X médiado consumo energético da populagéo) ]

O valor do nutriente ajustado ou residual (Ya) consiste na soma do Yr e da
constante Yc e refere-se ao valor do nutriente ingerido ndo correlacionado com o

total de energia consumida.

[ Equacdo 4 : Ya=Yr+Yc ]

4.3 Analise dos Parametros Bioquimicos

4.3.1 Coleta do Material Biol6gico

Foram coletados 15 mL de sangue venoso, no periodo entre 7:00 e 9:00h,
estando os participantes em jejum de no minimo de 12h. A coleta foi realizada por
um técnico em enfermagem, utilizando seringas plasticas descartaveis e agulhas de
aco inoxidavel, estéreis e descartaveis. O sangue coletado foi distribuido em tubos
com EDTA, para a analise do selénio, da atividade enzimatica da GPx1,
concentracdo plasmatica da SepP e TBARS.

ApOs a coleta, as amostras de sangue foram imediatamente armazenadas
sob refrigeragdo (2° a 8° C) e transportadas ao Laboratério de Nutricdo

Experimental (LANEX) do departamento de nutricdo da UFPI.
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4.3.2 Separacdo dos Componentes do Sangue

Para a separacao do plasma, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm,
durante 15 minutos a 4 °C (SIGMA®4K15). Em seguida, o plasma foi extraido com
pipeta automatica e acondicionado em microtubos de polipropileno previamente
desmineralizados e identificados. As amostras foram acondicionadas em freezer a -
20°C até o momento das analises de Se no plasma, e a -80°C para determinacéo
da SepP e TBARS.

A massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada trés vezes com 5 ml de
solucdo salina isotdnica 0,9%, para remover contaminantes dos eritrocitos
(plaquetas e leucécitos), sendo entdo homogeneizada lentamente por inverséo e
centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado. Apés a ultima centrifugacao, a solucéo salina foi descartada e a massa
eritrocitaria cuidadosamente extraida com o auxilio de uma pipeta automatica,
transferida para microtubos de polipropileno desmineralizados e mantidos as
temperaturas de -20°C e -80°C para posterior andlise de Se eritrocitario e GPx1,
respectivamente (WHITEHOUSE et al.,1982).

4.3.3 Controle de contaminacédo e preparo dos reagentes

A fim de garantir o controle de contaminacgao por minerais, toda a vidraria e o
material de polipropileno utilizado para as analises foram desmineralizados em uma
solucdo de &cido nitrico a 30%, durante um periodo minimo de 12 horas, sendo
entdo enxaguados dez vezes em agua deionizada, secos em estufa e mantidos em
depdsitos fechados, até o momento da utilizacdo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985).

A agua utilizada no preparo das solucdes e para diluicdo das amostras foi
processada pelo Milli-Q® Water System (Continental Water System Corp. El Paso,

Texas). Todos os reagentes utilizados tinham grau de pureza analitica (P.A.).
4.3.4 Determinacgéo do selénio plasmatico e eritrocitario

As andlises de selénio plasmaético e eritrocitario foram feitas no Laboratorio de

Espectrometria de Emissdo Atémica - Embrapa CNPMS. A analise de selénio foi
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realizada em espectrémetro de emissao 6ptica com plasma acoplado indutivamente
(720 ICP OES, Varian Inc., Estados Unidos), utilizando sistema de gerador de
hidretos (NABH,4) montado sobre uma plataforma V-Groove com nebulizador do tipo
Babington, com orificio de gas de 70 mm acoplado (HARRINGTON et al., 2014;
NIEDZELSKI; SIEPAK, 2003).

O aparelho foi configurado com as seguintes condi¢cdes experimentais:
Poténcia: 1,4 kW; Fluxo de plasma (gas): 15 L/min; Fluxo de gas auxiliar: 1,5 L/min;
Tipo de camara de spray: ciclonica; e Fluxo do nebulizador: 0,7 L/min.

As amostras de plasma foram diluidas em 1:20 (v/v) da seguinte forma: 3,0%
(m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNO3 As
amostras de eritrocitos/papa de hemacias foram diluidas em 1:60 (v/v) da seguinte
forma: 3,0% (m/v) 1l-butanol, 0,2% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1%
(v/v) HNO3. O Se (VI) foi reduzido para Se (IV) em HCI 4 M, esquentando a solugao
diluida a 90°C por 30 min. A escolha das linhas espectrais de andlise foi baseada
tanto na sua sensibilidade quanto na interferéncia espectral, sendo otimizadas para
o selénio leituras nos comprimentos de onda de 196,026 nm e 203,985 nm. As
amostras foram medidas em triplicata.

Solugdo estoque de 1000 pg/mL de selénio (Spex®CertiPrep, Estados Unidos)
foi utilizada para preparar as curvas de calibragdo e otimizagdo das condi¢des
analiticas. Todos os padrdes foram preparados da mesma forma que as amostras.
As curvas de calibracdo foram preparadas nas seguintes concentracfes: 1, 5, 10,
20, 50 e 100 pg/L em solugdes diluentes contendo 3,0% (m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v)
TAMA (surfactante de alta pureza) e 0,05% (v/v) HNO3. Os limites de deteccéo
foram determinados a partir da equacao: 3 x desvio padrdo de 10 medi¢des do
branco, dividido pela declividade da curva de calibracdo. Amostras de material de
referéncia certificado  (Seronorm® Oligoelement Serum, Noruega) foram
determinadas para validar as medicdes analiticas em ICP OES.

Para avaliagdo do status do Se foram adotados os seguintes valores de
referéncia: Se plasmatico — 80 a 95 pg/L (THOMSON, 2004), e Se eritrocitario — 0,18
a 0,55 pg/gHb (VITOUX, ARNAUD, CHAPPUIS, 1999).

4.3.4.1 Determinagéo da hemoglobina
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A concentragdo de hemoglobina na massa eritrocitaria foi determinada
conforme o método da cianometahemoglobina (VAN ASSENDELFT, 1972). Esse
método se baseia na reacdo de oxidacdo do Fe™ do grupo heme da hemoglobina
pelo ferricianeto, e posterior reacdo com o cianeto de potassio para formar cianeto
de hemoglobina. Inicialmente, em um microtubo contendo 300 pL de massa
eritrocitaria foi adicionado 900 pL de agua ultrapura, perfazendo um lisado com
proporcao 1:4. Em seguida, a uma aliquota de 20 uL desse lisado foi acrescentado 5
mL de solucdo de Drabkin (Labtest®, Brasil). A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro UV visivel (Bel Photonics®, SP1102) considerando o
comprimento de onda de 540 nm.

4.3.5 Concentracao plasmatica da selenoproteina P

A Selenoproteina P foi quantificada usando o método ELISA do tipo
sanduiche, com dois anticorpos monoclonais, N22 e N11, contendo no kit Human
Selenoprotein P (Elabscience Biotechnology®, China), conforme Burk et al., (2006).
Cada anticorpo reconhece um local de ligacdo especifico na regido terminal-NH2 da
selenoproteina P. Anteriormente ao processamento das amostras, uma curva
analitica de calibracdo foi preparada nas seguintes concentracdes: 10; 5; 2.5; 1.25;
0.625; 0.3125; 0.156; 0 ng/mL, utilizando-se uma solucdo padréo reconstituida com
1,0 mL de diluente da amostra padrdo de referéncia. Nas placas de microtitulacdo de
96 pocos revestidas com o anticorpo, foram adicionadas as amostras, o branco e o
controle, sendo incubadas durante 90 minutos a 37 °C. Em seguida, adicionou-se
100uL da solugao trabalho e, foram incubadas novamente durante 1 hora a 37°C.
Apés isso, as placas foram lavadas com uma solucdo tampdao de lavagem por trés
vezes. Adicionou-se 100 uL de solucao de trabalho do conjugado HRP a cada poco,
e incubou-se por 30 min a 37°C. As placas foram lavadas novamente por cinco
vezes. Foi adicionado 90uL de solucdo de substrato a cada poco e incubou-se
durante cerca de 15 minutos a 37°C ou até a mudanca de cor da placa. Em seguida,
adicionou-se 50uL de solugdo de paragem a cada pocgo. A cor se transformou em
amarelo. A absorbancia foi medida a 450 nm e a concentracdo da selenoproteina P

do plasma (mg/L) foi calculada utilizando uma curva padréo (r= 0,9992).

4.3.6 Atividade da Glutationa Peroxidase
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A determinacgéo da atividade da glutationa peroxidase eritrocitéria foi realizada
no Laboratério de Andlises Clinicas do NAMI (nucleo de atendimento médico
integrado) da Universidade de Fortaleza (UNIFOR), em analisador bioquimico
automatico Labmax 240 (Labtest®, Brasil), utilizando kit Ransel 505 (Randox
Laboratories®, Reino Unido) com valor de referéncia de 27,5 a 73,6 U/gHb, segundo
metodologia proposta por Paglia e Valentine (1967). A amostra foi preparada
diluindo-se 100 pL de eritrécito em 100 pL de agua ultrapura (lisado 1). Em seguida,
adicionou-se 1 mL do diluente fornecido pelo kit a 50 pL do lisado 1, e apds 5
minutos de incubacgdo a temperatura ambiente, foi acrescentado 1 mL de solucéo de
Drabkin (Labtest®, Brasil) (lisado 2). No analisador bioquimico, foram
automaticamente adicionados 20 pL de hidroperéxido de cumeno e 500 pL do
reagente, ambos fornecidos pelo kit, a 10 pL do lisado 2. O declinio na absorbancia
das amostras foi medido em comprimento de onda de 340 nm. Os resultados foram

expressos em unidades de enzima por grama de hemoglobina (U/gHb).

4.3.7 Determinacdo de TBARS

A determinacdo do marcador de peroxidacéao lipidica foi realizada a partir da
producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), segundo o
método descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), com adaptacfes, sendo as
analises realizadas em triplicata.

Anteriormente ao processamento das amostras, uma curva analitica (r =1) de
calibracéo foi preparada nas seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 uM/L,
utilizando-se 1,1,3,3-tetraetéxipropano (TEP) como padrdo. Em microtubos de
polipropileno com 200 ul de plasma e com 200 ul de agua destilada (branco) foi
adicionado 350 ul de acido acético pH 3,5 e 600 ul de acido tiobarbiturico (TBA)
0,5%, diluido em acido acético. Os microtubos em seguida foram submersos em
banho maria com sistema de agitacdo a 85° C por uma hora, seguidos de banho de
gelo por 15 minutos. Apds o resfriamento 50 ul de dodecil sulfato de sédio (SDS) a
8,1% foram adicionados aos tubos, seguindo a centrifugagcdo por 15 minutos a
12000 rpm a 25° C. O sobrenadante foi extraido e a absorbancia lida a 532 nm em
espectrofotometro BEL® SP 1102. Os resultados foram expressos em um/l. As

andlises foram realizadas no LANEX do Departamento de Nutricdo da UFPI.
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4.4 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) for Windows® versao 20.0.1.1. Os resultados foram
apresentados como média e desvio padrdo. Utilizou-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov para analise da normalidade dos dados. Para fins de comparacao entre os
grupos estudados, o teste “t” de Student foi utilizado para as variaveis com
distribuicdo normal, e o teste de Mann Whitney para aquelas com distribuicdo nao
paramétrica. Utilizou-se também para comparacdo entre os trés grupos a ANOVA.
Para o estudo de correlacbes, o coeficiente de correlacdo linear de Pearson foi
utilizado. A fim de se verificar os principais determinantes para a doenca de Crohn
realizou-se a andlise univariada, usando a Odds Ratio (OR). A diferenga foi
considerada estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05, adotando-se

um intervalo de confianca de 95%.

4.5 Aspectos Eticos

O projeto foi executado mediante aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, submetido via Plataforma Brasil, sob o
nimero do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica — CAAE
32479814.2.0000.5214 (ANEXO A), conforme a Resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS) (BRASIL, 2012). O projeto também foi aprovado pelo
Comitté de FEtica em Pesquisa do HU da UFPlI (ANEXO B).
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5 RESULTADOS

O estudo investigou 47 pacientes com DC. Destes, 20 estavam na fase ativa
da doenca (Gl), e 27 na fase de remisséao (Gll). Conforme demonstrado na tabela 1,
no grupo Gl, a média de idade foi de 29,6 + 8,4 anos, com tempo médio da doenca
de 8,6 + 9,5 anos, sendo 55% do sexo feminino. O grupo Gll tinha média de idade
de 32,3 £ 9,8 anos e tempo médio da doenca de 5,7 = 5,1 anos, com distribuicédo
semelhante entre os géneros, sendo 44,5% do sexo feminino e 55,5% masculino. O
grupo controle (Glll), foi composto por 25 participantes saudaveis, com média de
idade de 32,4 + 6,4 anos, sendo 68% do sexo feminino. Quanto a estas variaveis, o
estudo ndo mostrou diferencas entre 0s grupos.

Quanto a escolaridade, houve predominancia do ensino médio (40-45%) e do
ensino superior (24-25,9%) nos trés grupos. Com relagdo ao estilo de vida, nos
grupos Gl e GlI, tanto o tabagismo quanto o consumo de bebida alcéolica foram

pouco referidos, variando de 0-11,1% e de 12-20%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com doenga de Crohn e controles. Teresina-
PI, Brasil, 2016.

Variaveis Gl (n=20) Gl (n=27) GllI (n=25) P

Idade (anos) 296+84 323+98 324+64 0,379
Duracao da doenca (anos) 8,6+9,5 57%5,1 - 0,266
Sexo: n (%)

Masculino 9 (45) 15 (55,5) 8 (32) 0,036

Feminino 11 (55) 12 (44,5) 17 (68)
Escolaridade: n (%)

Analfabeto 0 (0) 2(7,4) 0 (0) 0,394

Ensino Fundamental 6 (30) 4 (14,8) 9 (36)

Ensino Médio 9 (45) 12 (44,5) 10 (40)

Ensino Superior 5 (25) 7 (25,9) 6 (24)

P6s-graduacédo 0 (0) 2 (7,4) 0 (0)
Tabagismo: n (%)

Nunca 17 (85) 19 (70,4) 25 (100) 0,269

Sim 0 (0) 3(11,1) 0 (0)

Parou 3 (15) 5 (18,5) 0 (0)
Consumo de bebida alcodlica: n (%)

N&o 16 (80) 23 (85,2) 22 (88) 0,640

Sim 4 (20) 4 (14,8) 3(12)

Gl= atividade; Gll= remissao; GllI= controle. Os valores sdo expressos como numero (%) ou média +
desvio padrdo (DP). Teste t de student (p<0,05)
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Com relagdo ao parametro inflamatério avaliado (PCR), ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos, no entanto mostrou-se acima dos valores de referéncia,
no grupo em atividade da doenca, caracterizando o quadro inflamatdrio. As
concentracfes de albumina apresentaram-se acima dos valores de referéncia no
grupo de pacientes em atividade, enquanto no grupo em remissao estes parametros
se mantiveram dentro da normalidade, com diferenca significativa (p<0,001) entre os

grupos em atividade (3,4 £ 0,5) e remissao (4,1 £ 1,1).

Tabela 2. Concentragbes de albumina e PCR dos pacientes com doenca de Crohn.
Teresina- PI, Brasil, 2016.

Parametros Gl (n=20) Gll (n=27) P
Clinicos Média + DP Média + DP
Albumina (g/dL)* 3,4+0,5 41+1,1 <0,001
PCR (mg/L) 505+12.8 3,37+4,3 0,068

Gl= atividade; Gll= remissao.
Valores de referéncia: albumina: >3,5g/dL; PCR: < 5mg/L* teste Mann Whitney (p<0,05)

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos com o inquérito alimentar (registro
alimentar de trés dias) para ingestao de energia, proteina, carboidratos, lipideos e
Se. Verifica-se que ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao consumo de
energia. O consumo de macronutrientes estava de acordo com a faixa de
distribuicdo aceitavel de macronutrientes (AMDR) segundo o Instituto of Medicine
(IOM, 2005), sem diferenca entre os grupos. E, quanto ao consumo de Se nao
houve diferenca estatistica entre 0s grupos com a doenca, porém ao compara-los

com o grupo controle, ambos diferiram estatisticamente.

Tabela 3. Valores médios e desvios padrao da ingestdo de energia, macronutrientes e
selénio dos pacientes com doenca de Crohn e controles. Teresina-Pl, Brasil, 2016.

VARIAVEL Gl (n=20) Gll (n=27) Glll (n=25) pl  p2  p3
MédiatDP  MédiatDP  Média £ DP

Energia (Kcal) 1413,6 +486,8 1722,3+408,5 1590,5+247,9 0,368 0,582 0,940

Carboidrato (%) 50,6 + 13,6 53,9+ 10,1 51,8+7,1 0,986 0,444 0,395
Proteina (%) 228+4,4 225+6,8 214+ 44 0865 0,815 0,477
Lipidio (%) 231+7,3 259+6,5 276+438 0,314 0,676 0,806
Selénio (ug/d) 48,6 + 11 492+ 17,7 657+223 0,987 0,015 0,006

ANOVA (p<0,05). Gl= atividade; Gll= remissao; Glll= controle. pl= atividade vs remissao; p2=
atividade vs controle; pp3= remissao vs controle. Valores de referéncia: 10 a 35% de proteina, 20 a
35% de lipidio, 45 a 65% de carboidratos (IOM, 2005). Valor de referéncia: EAR= 45 ug/d de Se (IOM,
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2000).
A distribuicdo percentual dos participantes do estudo de acordo com o0s

valores de referéncia da ingestéo de selénio esta representada na figura 7, verificou-
se que cerca de 50% dos pacientes apresentaram ingestdo de Se abaixo da EAR,

enguanto no grupo controle esse percentual foi de 28%.

Figura 7. Distribuigcdo percentual dos pacientes com doenca de Crohn e controles segundo
valor de referéncia da ingestéo de selénio. Teresina-PI, Brasil, 2016.
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Na tabela 4 estdo demonstradas as concentracdes bioquimicas referentes ao
selénio e SepP. Observou-se que as médias das concentracdes de Se plasmaético
estavam significativamente mais baixas nos grupos com a doenca em relacdo ao
grupo de pessoas saudaveis, como também em relacao ao valor de referéncia. Com
relacdo ao Se eritrocitario, as médias das concentracdes estavam de acordo com o
valor de referéncia adotado, apresentando-se significativamente mais reduzidas nos
grupos com a doenca. No que se refere a SepP, o estudo revelou concentracfes
significativamente menores nos pacientes em atividade da doenca em relacdo ao

grupo controle (p= 0,034).

Tabela 4. Valores médios e desvios padrdo do selénio plasmético, selénio eritrocitario e
SepP dos pacientes com doenca de Crohn e controles. Teresina-PI, Brasil, 2016.

PARAMETROS Gl (n=20)  Gll(n=27)  Glll(n=25) pl  p2  p3
Média+ DP Média+DP Média + DP

Se Plasm. (ug/l) 56,78 + 3,13 64,09 +545 8150+1543 0,022 <001 <0,01

Se Eritr. (ug/g Hb) 0,18 £0,03 0,19+ 0,02 0,30+ 0,06 0,899 <0,01 <0,01

SepP (mg/l) 1,28+0,59 1,36 +0,40 165+041 0,830 0,034 0,079

Gl= atividade; Gll= remissdo; Glll= controle. ANOVA (p<0,05). pl= atividade vs remisséo; p2=
atividade vs controle; p3= remissédo vs controle. Valores de referéncia para o selénio plasmatico = 80
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a 95 pg/l (THOMSON et al., 2004). Valores de referéncia para a selénio eritrocitario= 0,18 a 0,55 ug/g
Hb (VITOUX, ARNAUD e CHAPPUIS, 1999).

Os resultados das analises da atividade da GPx estdo apresentados na figura
8. Observou-se que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos de pessoas com
a doenca (p= 0,927), no entanto, essa diferenca foi verificada ao compara-los com o

grupo controle (p= <0,001).

Figura 8 — Atividade enzimética da GPx1 dos pacientes com doenga de Crohn e controles.
Teresina-Pl, Brasil, 2016.
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ANOVA (P<0,05); p=0,927 (atividade vs remissdo), p<0,001 (atividade vs controle), p<0,001
(remissao vs controles). Valores de referéncia para a GpX= 27,5 - 73,6 U/g Hb (kit Randox).

As concentracfes plasméaticas médias de TBARS estdo apresentadas na
figura 9. Os pacientes do grupo em atividade da doenca apresentaram maior
concentracdo de TBARS, com diferenca significativa entre Gl e Gll (p<0,001) e, Gl e
Glll (p < 0,001).

Figura 9 - Concentragfes plasmaticas de TBARS dos pacientes com doenca de Crohn
e controles. Teresina-PI, Brasil, 2016.
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Resultados 40

Os resultados da analise de correlacdo entre os biomarcadores do estado
nutricional do selénio e o marcador de peroxidacdo lipidica avaliado neste estudo,
estdo apresentados na tabela 5. Verificou-se correlagdo positiva significativa entre
as concentracdes de TBARS e Se plasmatico no grupo em remissdo da doenca e
ainda, correlacdo negativa significativa entre as concentracbes de TBARS e a

atividade da GPx1 no grupo controle.

Tabela 5 - Analise de correlacao linear simples entre os biomarcadores do estado nutricional
do selénio com o marcador da peroxidacao lipidica nos pacientes com doenca de Crohn e
controles. Teresina-PI, Brasil, 2016.

TBARS (nmol/ml)

PARAMETROS Gl (n=20) Gll (n=27) GlIl (n=25)
R p R p r P
Se dietético (pg/d) -0,135| 0,583 -0,039 | 0,861 0,001 | 0,995

Se plasmatico (ug/l) 0,138 | 0,563 0,489 | *0,010 -0,350 | 0,087

Se eritrocitario (ug/g Hb) 0,102 | 0,670 -0,190 | 0,342 0,297 0,149

GPx1 (U/g Hb) 0,106 | 0,665 -0,207 | 0,331 -0,498 | *0,018

SepP (mg/l) 0,112 | 0,688 -0,184 | 0,379 0,229 | 0,271

Nota: Gl= atividade; Gll= remisséo; GllI= controle. Correlagdo de Pearson (p<0,05)

Observou-se ainda, correlacdo negativa entre as concentracdes de PCR e
SepP nos pacientes com DC (r=-0,393; p= 0,047), conforme figura 10. No grupo em
atividade da doenca encontrou-se uma forte correlacéo positiva e significativa entre
as concentracdes de albumina e SepP (r=0,739; p=0,009). A albumina também se
correlacionou negativamente com as concentra¢cdes de PCR neste mesmo grupo (r=

-0,819; p= 0,04), como demonstrado nas figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 10 — Correlacdo linear de Pearson entre as concentracdes de PCR e SepP dos

pacientes com doenca de Crohn. Teresina-PlI, Brasil, 2016.
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Figura 11 — Correlacgéo linear de Pearson entre as concentracdes de SepP e albumina dos

pacientes com doenca de Crohn na fase ativa. Teresina-PlI, Brasil, 2016.
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Figura 12 — Correlacgéo linear de Pearson entre as concentra¢des de PCR e albumina dos

pacientes com doenca de Crohn na fase ativa. Teresina-PI, Brasil, 2016.
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Buscando conhecer a contribuicdo das varidveis na DC e na peroxidacao
lipidica, realizou-se a analise univariada (tabelas 6 e 7). Foram incluidas no modelo

aguelas que apresentaram associacdo com o evento e as que tiveram p<0,05.

Tabela 6 — Andlise univariada dos fatores associados a doenca de Crohn. Teresina — P,
Brasil, 2016.

VARIAVEIS P F OR IC (95%)
Se Plasm. (ug/l) <0,001 37,6 58,5 6,9 -494,0
Se Eritr. (ug/g Hb) <0,001 33,0 14,9 1,8-119,8
TBARS (nmol/ml) 0,003 9,6 10,2 2,9-34,7

Legenda: P<0,05. F= valor de Fischer. IC (95%) = Intervalo de confianca de 95%. OR= Odds Ratio

Tabela 7 — Analise univariada dos fatores associados as concentracdes de TBARS.
Teresina — PI, Brasil, 2016.

VARIAVEIS P F OR IC (95%)

Se Plasm. (ug/l) <0,001 48,4 51 1,3-20,1

Legenda: P<0,05. F= valor de Fischer. IC (95%) = Intervalo de confianca de 95%. OR= Odds Ratio
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6 DISCUSSAO

Neste estudo analisou-se a relacdo entre o estado nutricional do Se e o
estresse oxidativo em pacientes com DC, utilizando como marcadores as
concentracbes de Se dietético, plasmatico e eritrocitario, de TBARS e SepP, e a
atividade da GPx1.

A avaliacdo do estado nutricional relativo ao Se foi realizada com base no
registro alimentar de trés dias, bem como de marcadores bioquimicos referentes ao
mineral. O estudo mostrou que os pacientes com DC (atividade e remiss&o) tinham
um consumo de Se significativamente menor do que o grupo controle (65,7 + 22,3
Mg/dia). As médias da ingestdo dietética de Se dos grupos com a doencga estavam
acima da EAR (45 pg/dia), no entanto, ao realizar-se a distribuicdo percentual,
observou-se que cerca de metade dos pacientes com DC, em atividade e remisséo,
tinham ingestédo de Se abaixo da EAR.

Os resultados encontrados para o consumo dietético podem ser justificados
pela reduzida ingestdo de alimentos-fonte desse mineral, além da falta de apetite e
restricdes dietéticas frequentemente identificadas nestes pacientes na fase ativa da
doenca. Aliado a esses aspectos, o medo do aparecimento de dores abdominais,
vomitos, nauseas e diarreia, decorrentes da alimentacdo (CAMPOS et al., 2002). E
oportuno mencionar ainda, sobre os dados limitados das quantidades de Se nos
alimentos, principalmente os cultivados em solo brasileiro, com importantes
diferencas regionais, que podem néo representar a ingestéo real desse mineral.

Verificou-se que as médias das concentracBes plasméaticas do Se nos grupos
com a doenca estavam significativamente menores, quando comparadas ao grupo
controle e inferiores ao ponto de corte estabelecido por Thomson (2004) (80-95 ug/l),
a despeito da média da ingestdo dietética do mineral. Este quadro pode ser
explicado por fatores inerentes a patogénese da doenca, como a presenca de
fistulas, resseccdes intestinais e o aumento das necessidades nutricionais, como
consequéncia da atividade inflamatéria (SILVA; SCHIEFERDECKER; AMARANTE,
2011). Nos pacientes em fase ativa da doenca, este fato também pode ser atribuido
as perdas associadas aos sintomas gastrointestinais, como vémitos e diarreias
(O’'SULLIVAN; O’MORAIN, 2006). Esses resultados estdo de acordo com a

literatura, que demonstra comprometimento do estado nutricional referente a este
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nutriente em pacientes com DC (ANDOH, 2005; ANJALI et al., 2015; GEERLING et
al., 1998; GEERLING et al., 2000; GENTSCHEW et al., 2012; RANNEM et al.,1992).

A deficiencia de Se no plasma também pode ser atribuida as menores
concentracdes de SepP nos pacientes com DC encontradas nesse estudo, visto que
essa selenoproteina transporta mais do que 60% de Se no plasma. Portanto a
concentracdo plasmatica de Se cai na auséncia/reducao da SepP, podendo assim,
ser considerada um bom marcador do estado nutricional do Se (NOURBAKHSH et
al., 2016).

As reduzidas concentracfes dessa selenoproteina nos pacientes com DC
podem ser explicadas pela diminuicdo da sintese de proteinas no figado, como a
SepP, na presenca da inflamacdo (ANDOH et al., 2005). Essa relacdo é apoiada
pela correlacdo negativa encontrada entre a PCR e SepP (r= -0,393; p= 0,047) nos
pacientes com DC na fase ativa. Observou-se ainda neste grupo, forte correlacao
positiva entre SepP e albumina, que também é uma proteina de transporte,
sintetizada pelo figado, (r=0,739; p=0,009). A albumina por sua vez, também
apresentou correlacdo inversa com a PCR (p=0,04; r= -0,819), confirmando assim
que a inflamacdo compromete a sintese da SepP, contribuindo para as menores
concentracfes de Se no plasma. Este estudo confirma a hierarquia da sintese de
proteinas no figado, verificada com o aumento da sintese de PCR em detrimento de
proteinas de transporte como albumina e SepP, corroborando com Leite; Sarni
(2005).

O estudo demonstrou que as concentracdes de SepP permaneceram
diminuidas na fase de remissédo da doenca, o que evidencia que pacientes com DC,
mesmo em remissdo tem baixa defesa antioxidante, explicando o dano celular
continuo, mesmo durante a fase ndo ativa. Esses resultados encontram apoio no
estudo de Andoh et al. (2005), que também encontraram concentracdes de Se
plasmatico e SepP significativamente menores nos pacientes com DC,
principalmente naqueles em fase ativa da doenca.

Com relagdo a otimizagdo da SepP, de acordo com os valores de referéncia
recomendados por Thomson (2004) (45-55 mg/dia), observou-se que cerca de
metade dos pacientes com DC nas fases ativa e remisséo (49%) consumiram Se em
guantidades insuficientes para essa otimizagdo, enquanto no grupo controle este

percentual foi equivalente a 16%.
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Ainda sobre a sua otimizacdo, Xia et al.,, (2010) verificaram que a SepP
requer uma maior ingestdo de Se (79ug/d) e sdo necessarias concentracdes de Se
plasmatico de 100-120 pug/l para atingir a sua otimizacdo em relacdo a GPXx.
Tomando por base esses valores, no presente estudo 87,2% dos pacientes
ingeriram Se em quantidades inferiores, e todos o0s pacientes apresentaram
concentracdes de Se plasmatico insuficientes para otimiza-la. Dessa forma, sugere-
se que as reduzidas concentracdes de SepP nos grupos com a doenca, seja um
reflexo da sua ndo otimizacéo.

No que se refere ao Se eritrocitario, as concentracdes medias também
estavam significativamente menores nos grupos com DC em relacdo ao grupo
controle que pode ser devido ao estresse oxidativo presente na doenca, e aos
fatores inerentes a sua patogénese. De acordo com os valores de referéncia (0,18 a
0,55 pg/g) adotados neste estudo (VITOUX; ARNAUD; CHAPPUIS, 1999), as
concentracbes médias estavam adequadas, podendo ser atribuido ao fato do Se
eritrocitario responder de forma mais lenta & mudanca do estado nutricional relativo
a esse mineral, devido a meia-vida de 120 dias dos eritrocitos, e também por ser
menos influenciado pela inflamacao decorrente da doenca (VAN DAEL; DEELSTRA,
1993; STEFANOWICZ et al.,, 2013). Dessa forma, considerando que o Se
eritrocitario reflete o estado de Se a longo prazo, sugere-se que biomarcadores a
curto prazo, como o Se plasmatico, sejam melhores para avaliar o status do mineral
em doencas caracterizadas por ressidivas no seu curso clinico, como a DC.

Com relacdo a GPx1, os pacientes com a doenca na fase ativa e remissao
apresentaram maior atividade desta enzima. Contudo, ndo foi encontrada correlacao
significativa entre a atividade da GPx1 e o Se eritrocitario. Sobre a otimizacdo dessa
selenoproteina, apesar da identificacdo de concentracbfes adequadas do Se
eritrocitario em quase 2/3 dos pacientes com DC, estas ndo foram suficientes para
otimizar a atividade desta selenoproteina, segundo o valor de referéncia (>0,48 ug/qg)
sugerido por Stefanowicz et al. (2013).

Ainda sobre estas selenoproteinas, Stefanowicz et al. (2013) afirmam que
cerca de 53% do Se plasmatico € ligado a SepP. Neste estudo, as concentragcdes de
Se dietético e plasmatico estdo em consonancia com as concentracoes da SepP, o
gue nao foi encontrado para Se eritrocitario e GPx1. Com base nos resultados
encontrados nesse estudo fica evidente que a SepP é o marcador que melhor traduz

o estado nutricional de Se, refletindo a sua biodisponibilidade, pois suas
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concentracbes estdo em consonancia com o Se plasmatico, o que nao foi
demonstrado para o Se eritrocitario e GPx1.

No que se refere as concentracbes de TBARS, observou-se valores mais
elevados nos pacientes com DC (ativos e remissao), demonstrando a presenca de
peroxidacgéo lipidica, e provavel aumento do estresse oxidativo. Essa alteragdo pode
decorrer da producdo elevada de EROs e ERNs, geradas por citocinas proé-
inflamatorias (MORET et al.,, 2014). Estes resultados sdo apoiados por varios
estudos que encontraram concentracées de MDA, uma das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico, significativamente maiores nos pacientes com DC,
particularmente nos naqueles em fase ativa da doenca (BELTRAN et al., 2010;
MAOR et al., 2008; ACHITEI et al., 2013 e ESMAELZADEH et al., 2016).

Conforme mencionado, as concentracdes de TBARS se mantiveram elevadas
mesmo nos pacientes em remissao da doenca, o que pode demonstrar a provavel
permanéncia do quadro inflamatério, de forma subclinica, contribuindo para o
estresse oxidativo, caracteristico da doenca. Nesse aspecto, vale ressaltar a
correlacdo positiva encontrada entre a concentracdo de Se plasmatico e TBARS no
grupo em remissdo. Com base neste resultado, entende-se que apesar do melhor
estado nutricional desse mineral, representado pelas maiores concentracdes nos
parametros avaliados em relacdo ao grupo em atividade, sua acdo antioxidante
parece nao ter sido suficiente para diminuir o estresse oxidativo presente na doenca.

Sobre a GPx, apesar de ndo otimizada, segundo valor de referéncia adotado
por Stefanowicz et al. (2013), sua atividade revelou-se elevada nos grupos com a
doenca. A elevada atividade dessa enzima pode ser considerada um mecanismo
compensatério homeostatico, frente a intensa producdo de EROs decorrente da
lesdo na mucosa intestinal, observada neste estudo pelas elevadas concentracfes
de TBARS. Enzimas como a GPxl sdo reguladas em resposta ao estresse
oxidativo, por meio da inducdo da sua expressdo génica e mudancas na sua
atividade e localizagdo celular. Dessa forma, espera-se um aumento da sua
expressao, por ser preferencialmente traduzida na recuperagéo pos-estresse (PAPP
et al., 2007).

Corroborando com estes achados, Achitei et al. (2013) verificaram que
pacientes com DC ativa apresentaram peroxidacdo lipidica significativamente
aumentada, com uma elevada producdo de EROs, demonstrada pela elevada
atividade da GPx.
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Contudo, o estudo ndo mostrou correlacao significativa entre a atividade da
GPx1 e TBARS nos grupos com a doenga, apenas no grupo controle. Uma possivel
explicacdo para este fato seria as concentracbes dietéticas, plasmaticas e
eritrocitarias de Se estarem adequadas e significativamente maiores em relacdo aos
grupos com a doencga, 0 que pode ter contribuido para uma possivel otimizacdo da
enzima e reducgéo do estresse oxidativo.

Com relacdo a analise univariada realizada nesse estudo, as variaveis que
tiveram maior contribuicdo no desfecho da doenca, foram o Se plasmatico,
eritrocitario e TBARS, com destaque para o Se plasméatico que quando deficiente
aumenta em 58,5 vezes a chance de pertencer ao grupo com DC. A deficiéncia de
Se no plasma também aumenta em 5,1 vezes a peroxidacao lipidica nos individuos.

Esses resultados, evidenciam que o estado nutricional relativo ao selénio, e a
producdo de EROs tém relagdo com a DC, mostrando que concentragdes reduzidas
desse mineral podem contribuir para o efeito deletério do estresse oxidativo e do
processo inflamatério em individuos com DC. O que sugere que 0 consumo de uma
dieta rica em Se é uma importante estratégia para diminuir o estresse oxidativo com
efeito benéfico na DC.

E importante destacar que o estudo apresenta algumas limitagdes, como a
determinacdo de apenas um marcador pré-oxidante do estresse oxidativo (TBARS),
bem como a ndo avaliacdo da atividade da GPx3, que permitiia uma melhor
fundamentacédo sobre o estresse oxidativo presente na DC e o estado nutricional
referente ao Se.

A importancia da SepP como biomarcador do status do Se nos remete a
avancar nos estudos de otimizacdo das selenoproteinas, na perspectiva de
conhecer as concentracbes de Se necessarias para otimizd-las na populacdo
brasileira. Como perspectiva desse estudo, sugere-se a realizacdo de estudos de
suplementacdo com Se em pacientes com DC, contribuindo para o melhor
entendimento acerca do papel desse mineral, como nutriente antioxidante, no

estresse oxidativo presente nessa doenca.
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7 CONCLUSAO

Os pacientes com doenca de Crohn apresentam comprometimento no estado
nutricional do selénio, condi¢éo reafirmada pela Selenoproteina P como biomarcador
desse mineral. A elevada atividade da glutationa peroxidase 1 caracteriza o estresse
oxidativo frente ao aumento da peroxidacdo lipidica, independente do grau
inflamatorio da doenca. Essas evidéncias confirmam a relacdo entre o estado

nutricional de selénio e o estresse oxidativo em pacientes com doencga de Crohn.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E SAUDE
Av. Frei Serafim, 2280, Centro, Teresina, Piaui, Brasil, CEP: 64001-020
Telefone: (86) 3215-5856/ Fax: (86) 3215-1148
E-mail: mestradosaude@ufpi.br

Titulo do projeto: Estresse oxidativo e atividade de citocinas na doencga inflamatoria
intestinal

Subprojeto: Concentracbes de selénio e selenoproteinas e sua relagdo com o
estresse oxidativo em pacientes com doenca de Crohn..

Pesquisador Responsavel: Profa, Dra. Nadir do Nascimento Nogueira.
Instituicdo/Departamento: UFPI/ Departamento de Nutricao.

Pesquisadores participantes: Prof®. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira, Susy
Erika de Lima Barros, Thaline Milany da Silva Dias.

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 9829-0728/ (86) 94067271

Vocé estda sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao
responsavel pelo estudo sobre qualquer davida que tiver. Este estudo sera
conduzido pelas Mestranda Susy Erika de Lima Barros, e pela aluna de iniciag&o
cientifica Thaline Milany da Silva Dias, ambas sob orienta¢éo da Prof2. Dra. Nadir do
Nascimento Nogueira. Apoés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir,
no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que esta em
duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa, vocé nado sera penalizado (a). Em caso de duvida, vocé pode procurar o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui pelo telefone (086)

3215 5437.
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DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo analisar as concentracbes de selénio e
selenoproteinas e sua relacdo com o estresse oxidativo em pacientes com doenca
de Crohn. Para tanto, o voluntario (a) sera submetido (a) a coleta de sangue venoso
para analise de selénio, determinacdo de selenoproteinas e TBARS, além disso,
sera determinado o consumo alimentar por meio de registro alimentar. Nao sera
realizada entrevista gravada ou filmada. Ao participar da pesquisa, o voluntario (a)
ndo sofrera nenhum prejuizo; no entanto, podera sentir leve desconforto em vista da
coleta do material biolégico requerido para realizacdo desta pesquisa. Alguns
procedimentos deverdo realizar-se junto a Universidade Federal do Piaui, cabendo
ao voluntario e/ou responsavel comparecer a mesma quando for solicitado (a), em
dia e hora a serem estabelecidos de acordo com a disponibilidade de ambas as
partes pesquisador (a) e voluntario (a)).

Os participantes do estudo terdo como beneficios os resultados dos exames
bioguimicos das amostras de sangue, que serdo fornecidos apés a realizacao dos
mesmos, e orientacdo nutricional. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Piaui (Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga,
Teresina, Piaui, Brasil; telefone: (86) 3215-5734; fax (86) 3215-5560).

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade seréo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente 0
pesquisador, a equipe do estudo, Comité de Etica independente e inspetores de
agéncias regulamentadoras do governo (quando necessario) terdo acesso a suas
informacdes para verificar as informacdes do estudo. O projeto tera duracdo de dois

anos, com término previsto para o primeiro semestre de 2016.

Teresina / /
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Assinatura do Pesquisador Responsavel
CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(;AO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu,

,RG ,CPF

assinado, concordo em participar do projeto: “Concentragcées de Selénio e

, abaixo

Selenoproteinas e sua relacdo com o estresse oxidativo em pacientes com
Doenc¢a de Crohn”, como sujeito. Tive pleno conhecimento das informacgcdes que
li  ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Discuti com as
pesquisadoras acima citadas sobre a minha decisdo em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais serdo 0s propoésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta
de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo. A

retirada do consentimento ao estudo ndo acarretara penalidades ou prejuizos.

Teresina [

Assinatura do participante

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura;

Observacgdes complementares
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APENDICE B - FORMULARIO DE IDENTIFICACAO

.

T
W
=) urmé

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E SAUDE E PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

Titulo do projeto: Estresse oxidativo e atividade de citocinas na doencga inflamatoria
intestinal
Subprojeto 1: Concentracdes de selénio e selenoproteinas e sua relagdo com o
estresse oxidativo em pacientes com doenca de Crohn.
N° do Formulério:
Iniciais

Critérios de excluséo (perguntar antes):
e Tomar algum suplemento contendo selénio (p.ex. Modulen, Centrum)
e Estar gravida
e [Estar amamentando
[ J

Possuir diabetes, disfuncéo hepética ou renal, disturbios datiredide,
AIDS ou cancer

DADOS SOCIO-ECONOMICO-EDUCACIONAL

Nome:

Endereco:

Ponto de referéncia:

Onde vocé mora é: ( ) zonarural ou ( ) zona urbana

Cidade: Estado:

Telefones:

Data de nascimento: / / Idadef

Sexo: () masculino () feminino

Qual a renda familiar? Quantas pessoas moram com Vocé?

Renda per capita:

Qual seu estado civil?
( ) Casado(a) ( ) Desquitado(a) ou separado(a) judicialmente
() Divorciado(a) () Vilvo(a) () Solteiro(a) () Uniédo conjugal

Qual a sua escolaridade?
( ) Analfabeto ( )EFI ( )EFC ()EMI ()EMC ( )ESI ( )ESC () po6s-graduacao

HABITOS DE VIDA

Vocé fuma? ( )sim ( )néo ( ) parou Héa quanto tempo parou?
Em sua casa, alguém fuma? ( ) sim ( ) ndo

Vocé consome alguma bebida alcodlica? ( ) sim ( ) néo
Quantas dias no més? () raramente ( )1 dia no més ( ) 2-5dias ( ) 5-10 dias ( )> 10 dias
Quantas doses?

Vocé pratica alguma atividade fisica/exercicios? ( )sim ( )n&o ( ) parou
Qual?
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Quantos diasnasemana? ( )1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7 ( )raro/social
Quantas horas por dia?
Ha quanto tempo vocé comecou a praticar?
Motivo de parar a atividade
Ha quanto tempo parou?
Nivel de atividade fisica ( ) sedentario ( ) leve ( ) moderada ( )intensa

HISTORICO CLINICO FAMILIAR

Entre seus pais e irmaos, alguém também tem DII? ( ) sim ( ) ndo

Quantos anos vocé tinha quando foi diagnosticado?

Ha quanto tempo vocé tem a doenca?

Vocé faz uso de medicamentos? ( ) sim ( ) néo
( ) Mesalazina ou sufalazina ( ) Azatioprina ( ) corticosterdides -

( ) Outros

Vocé usa ou ja usou medicamentos biolégicos?
() Infliximabe ( ) Adalimumabe ( ) outros
Se terapia biolégica, quanto tempo faz uso ( ) parou — tempo

CLASSIFICACAO PARA DIl

indice de atividade da Doenca de Crohn (IADC)

Variavel Descri¢cdo das variaveis F.M. | Subt.

Teve diarréia nos ultimos 7 dias?

1 N° dejecOes liquidas ou pastosas p/ dia: X2
Teve dor abdominal nos ultimos 7 dias?

2 (0) - Nenhuma (1)-Leve X5
(2) — Moderada (3)—Severa
Qual a sua sensacédo de bem-estar nos ultimos 7 dias?

3 (0) —boa (1) — desconfortavel X7
(2)—mal (3)-—péssimo (4)-— terrivel
Teve alguma dessas complicacdes nos ultimos 7 dias?
(1) — artrite/artralgia (2) —irite/uveite

4 . . : X 20
( 3) — eritrema nodoso,pioderma gangrenoso ou estomatite aftosa
(4 ) —fistula ou abcesso (5) — febre > 37,8°C

5 Usou dijenoxilato ou Ioperamida? X 30
(0)-néo (1)-sim

6 Massa abdominal X 10
(0)—ndo (1)-—duvidosa (2)- definitiva

5 Hematocrito (Olhar no exame e fazer o calculo) X 6
Homens (47 — HTC%) Mulheres (42 — HTC%)

3 Peso (Apés pesar fazer o calculo) X1
[1- (peso atual/peso habitual) x 100]

Total:

ATIVIDADE ( ) REMISSAO ( )

Doenga em remissao: IADC< 150; Doenga com atividade leve: IADC = 150 < 220; Doenga

com atividade moderada: IADC = 220 < 450; Doenga com atividade grave: IADC = 450

Classificacdo de Montreal DC (olhar no prontuario):

DADOS BIOQUIMICOS

Proteina C-reativa

Albumina

Hematdécrito
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR

Registro diario de sua alimentacéo

N° Formulario:

% NOs vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro
alimentar tudo que vocé comer e beber durante todo o dia e a noite. Vocé
devera anotar todos os alimentos consumidos, sendo 2 dias durante a
semana e um dia no final de semana, totalizando 3 dias.

% Durante o preenchimento deste registro alimentar, alguns aspectos sé&o
importantes:

1 Preencher logo ap6s o consumo do alimento;

2 Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

3 Procurar identificar o tamanho das frutas, vegetais, pedacos de carne,
ou a quantidade que cada alimento € consumido, bem como o tipo de
preparacao (frito, cozido, assado) e caso haja molho, que tipo foi
utilizado.

4 Diferenciar qual o utensilio é usado, por exemplo:

1 Colher —de cha, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2 Xicara — de cha ou de café
3 Copo - grande ou de requeijao (americano)
4 Prato de sobremesa
5 Consumo mensal de 6leo e sal da familia:

A: Colher de servir; B: Colher de sopa; C: Colher de F:Prato de sobremesa
sobremesa; D: Colher de cha; E: Concha de servir

G: Xicara cheia; H: Xicara
nivelada; I: Xicara média

41-:-’*

Copo americano
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

N° Formulario: Data
/ /
Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES ALIMENTOS QUANTIDADES
(Hora) i [
(Medidas caseiras)
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ANEXO A. CARTA DE APROVAGAO DO CEP / UFPI

'ﬁ UNIVERSIDADE F EDERAL DO
PIAUI - UFPI w
Pltes

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DI PESQUISA

Tiulo da Pesquisn: Estresse coodatvo @ et vidade de dlscnas ny dosrca ifflamators niostnal
Posquisador: Nadr do Nsacimanio Nogusing

Ares Temdtica:

Vendo. 3

CAMNE: 32470824 200005214

Insttwigdo Proponents: Universidade Feden do Saui - UFPY

Pat:ocinador Principal: Fineancamento Priprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 585 361
Daea) o Relwtoriac 129212004

Aprasentagho do Projeto:

Esiucdo de natureza ransversy envolverd 133 oaclentes que agresaniam doanca InRamaldns intestingl
(Doarga de Crohn ou Colte Uicaratva), do ambos o5 sexos, faxa etara enre 20 ¢ 59 anos, que fazam
parts da Associagdo dos Portadores da Doenga de Ceann do Noria @ Nordests do Beasil [ACROHNN),
ASLISTCos no Hospital Universitdnio (HU) ca Universidade Fecaral do Pias — UFPL

Objutive da Pesquisa:

Otrwtrvo Prinisic

Anaisar o perfil nuinconal relsive 8 minerss & vilsminas do comphean 8, de marcadores do estresse
oxiZatvo o rflamattco om pacentes com doenca Inflamalora mesting.

Qlrirtvo Sacundir o

A e 0 consmo RImedar do macronuirenias @ micranuinentes e sua adequagdo nudcional Determinar
2% concendragles plasmélichs de Zincd, seknio, vitaming 312 a lolalo ¢ hemecistaing Anglsar &5
cancantragdes plasmaticas de malondaldeico, isoproiano o 9upos carbonie;Delerming & alividade da
erz ma euperdxico dismutase & glutationa peroxidase; Suantifcar Interleucinas com agdo prod e
antinflamatonss nos pacientes Analisar 8 Mxpeeasio 00 Do difcatores das Rrotaings raraporiadones
da

onc3 ZnT & Zip.idertifcar tomarcadons de estesse axidativo ¢ nflamatdncs para o diagndstica

Brosmpes  Carmpus Unverstinia Minkito Fevonks Peie - Pro Retaris co Pesguse

Bakve: regs CEP: t4045-220
Uk & Nusiopie:  TRRESNA
Talfone: (o)1 Fac (BESZITNR Ernall  cop rpaBaly ad br

Mo rioe 0
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ANEXO A. CARTA DE APROVAGCAO DO CEP / UFPI (Continuag&o)

UNIWWERSIDADE FECERAL DO w
PLAUI - UFP1
i G2 PR e

precoos & monioramonic da DIl

AvEiafds dod Riseos 0 Blrefd iy

“Fisocs:

Donire &5 dicuidades qus pooerdo merser ry smecpcis oo eaocky bl & biesle 5o NEeri e v
COmpar 8 amosirg. Pam coriomer sses cillcgicieds nooi-se Al e SRS ) et S
mezmiE, moslrace om Bsralicas qua & Educs poers Fidd, akhi OO SICESREE o WD A Sk o
dadae, & im do gamntic w= comen Suficr-ts da et arlis Fank & SRS e et

Com hasks ro ool addn do 0TS & irerarh & oo O serier gl NEFC-a Tl
mn el ) sl aspeciins Midanolaood Srvoioosd M OREL T ST ORI B e
w ol gonminenks, o fd RSEoEE iIfaMAoia. b Qe oD meborint S SagEion & ER——" S
pmchnnbea com DI

Comerirics & Corsaders;ies schre 3 Pesguiss

FeoIulsa df woma misyvacin S cors Bk N OIS SaiTacis oo prnibisems & i & kel o
Erites qua promeeer mel e rdt S0ET0 eI MGG T mmarharies A Sl S
oM Carteipachic dn v & olTEErEs & NE Tsposks rincmtre e Sciie: s Dl

Considemcons nohos ob Tifrees 4o MpEmeanisgin obrgmior
Todxs oo et obiigantnos orem apreserbsccd.
Resrmap e Gad.

L = bl e

Conclusse ou Pendénciar @ Lz de inddegu=s:
FTo{9u By e sy i,

Sibaacihn do Parscer:

Aprisada

Hecanmits Apresiagso da COMER.

bl

Conaitansgdes Finain a critério do TEF

Chcemps: L g Liwes st s i Preiomes ol g St o Fasgoss

Omdma:  Inings O e -
E; B Bkl TRRESHA
Tabodnai  (BERIOTI T Bare  @IIOPELTTOY Tomadi o e, i



Anexos 66

ANEXO A. CARTA DE APROVAGCAO DO CEP / UFPI (Continuag&o)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO w
PiAuUl - UFPI

Arxadio poe
de Adencar Setubel Samios
({Caorde nadcor)
L
Poris Prapessg i VR0
Erdmiegtd  Camges Lodvirstigs Mirdetes Paticonio Socsie. - Prd-F o P
Sebwa  wirgd ]
- Wurdcipie: TERESNA
Tobaore) BEJIEIT-ZXNL Pax: (00 EEERY 200 Tt cop el s, e
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ANEXO B. CARTA DE APROVAGCAO DO CEP / HU

N g EBSER
u‘ lUreersteny
MINISTERIO DA EDUCAGAD
EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
HWOSPITAL UNIVERSITARSO | UFPI

CAMPUS UNIVERSITARIO PETROMNIO PORTELLA SIN - BAIRRO ININGA
CEP- 64049-550 - TERESINA-PI

CARTA DEAPROVACAO N 41115

Apos anilise do protecole de pesquisa n, 4115 inotelado “ESTADO NUTRICIONAL E
MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E EXPRESSAO GENICA
DE METALOPROTEINAS NA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL® comunicamos
que o mesma receben purecer favordvel pars realizagio da refends pesquisa. sendo realizada junto
a | nidade de Laboratdrio de Andlises Climeas do Hospatal Universitirio

Teresina, 01 de Abeil de 2015

Dr. La uriyal Lopes Fitho
Presidente da CAAP- HUPT



