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RESUMO

INTRODUCAO: A Retocolite Ulcerativa (RCU) é caracterizada por
repostas imunoldgicas contra o préprio trato gastrointestinal, causando
inflamac&o crbnica, com aumento na producéo de citocinas pro-inflamatorias e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Nesse sentido, destaca-se a importancia
do aporte adequado de zinco, mineral antioxidante, que atua na neutralizac&o
de EROs e na modulacgéo da inflamagio. METODOS: Estudo de intervencéo,
cego, que envolveu 41 pacientes diagnosticados com RCU em remissao e
atividade da doenca, de ambos 0s sexos, e faixa etaria entre 20 e 69 anos.
Todos os pacientes foram avaliados no tempo inicial do estudo (T0), e com
base nas concentracfes de zinco plasmatico, receberam suplementacdo com
35 mg de gluconato de zinco/dia durante 30 dias ou com amido de milho, por
igual periodo, e, foram reavaliados no tempo final do estudo (T1). O consumo
alimentar habitual foi avaliado com Registro Alimentar de 3 dias. As analises de
zinco plasmatico e eritrocitario foram realizadas por espectrofotometria de
absorcdo atbmica de chama. Os niveis séricos de IL-6, IL-10 e TNF-a, foram
determinados por citometria de fluxo. E a expressédo dos genes codificadores
da metalotioneina (MT1G) e da proteina transportadora de zinco Zipl4 foi
determinada pela reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real.
RESULTADOS: Os percentuais de adequacdo de nutrientes revelaram
consumo inadequado de calorias e zinco, sendo este estatisticamente menor
no grupo suplementado (P<0,05). O consumo de proteinas, carboidratos e
lipidios tiveram distribuicdo adequada em relacdo ao aporte caldrico. E o
percentual de probabilidade de adequacdo da ingestdo de zinco foi
significativamente menor no grupo suplementado. As médias de zinco no
plasma e no eritrécito indicaram diferenca significativa no TO entre grupo
suplementado e placebo, com aumento significativo apds a suplementacao
tanto no plasma (P<0,01) como no eritrécito (P<0,05). Apesar do aumento
significativo nos parametros sanguineos de zinco, nem todos 0s pacientes
conseguiram alcancar o valor minimo de referéncia para zinco plasmatico e a
média das concentracdes eritrocitarias de zinco ainda permaneceram abaixo
do valor minimo de referéncia. As concentracbes séricas de citocinas nao
variaram significativamente do TO para o T1. Observou-se que, no TO, a IL-10
foi significativamente maior no grupo placebo e correlacionou-se positivamente
com TNF-a no T1l. As médias da expressdo génica da MT1G e da ZIP 14
reduziram significativamente apos a suplementacao (P<0,05). Relacionaram-se
positivamente as expressfes da MT1G e da Zip 14 e as concentracdes séricas
de TNF-a com a expressao da MT1G no TO. Houve correlacdo negativa entre
zinco plasmatico e expressdao da MT1G e entre adequagdo da ingestdo
alimentar de zinco e expressdo da ZIP 14 CONCLUSAO: A suplementacéo
com zinco modula a expressao génica de proteinas carreadoras deste mineral,
refletindo na sua melhor distribuicAo nos compartimentos celulares e em
importantes alteracdes na resposta imunoldgica de pacientes com RCU.

Palavras-chave: Retocolite Ulcerativa; Suplementacdo com Zinco; Inflamacao;
Metaloproteinas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Ulcerative Colitis (UC) is characterized by immune
responses against own gastrointestinal tract, causing chronic inflammation, with
increase proinflammatory cytokines production and reactive oxygen species
(ROS). In this sense, it highlights the importance of adequate intake of zinc, an
antioxidant mineral that acts to neutralize ROS and modulate inflammation.
METHODS: Intervention study, blind, which involved 41 ulcerative colitis
patients in remission and disease activity, of both sex and aged 20 and 69
years. All patients were evaluated at baseline (T0), and according to plasma
zinc concentrations were supplemented with 35 mg zinc gluconate/day for 30
days or corn starch for the same period and were reassessed after intervention
(T1). The usual dietary intake was assessed with 3 days Food Registration.
Analyses of plasma and erythrocyte zinc were carried out by atomic absorption
spectrophotometry flame. Serum IL-6, IL-10 and TNF-a were determined by
flow cytometry. And the expression of genes encoding metallothionein (MT1G)
and carrier protein Zipl4 zinc was determined by quantitative polymerase chain
in real time reaction.RESULTS: Nutrient adequacy percentages have revealed
inadequate intake of calories and zinc, which were statistically lower in the
supplemented group (P <0.05). The consumption of protein, carbohydrates and
lipids shown adequate distribution in relation to calorie intake. And adequacy of
probability percentage of zinc intake was significantly lower in supplemented
group. Plasma zinc and erythrocyte mean indicated significant difference
between the 2 groups studied at TO with a significant increase after
supplementation in both, plasma (P <0.01) and erythrocyte (P <0.05). Despite
the significant increase in blood zinc parameters, not all patients have achieved
the minimum reference value for plasma zinc and mean of zinc erythrocyte
concentrations remained below the minimum reference value. Serum
concentrations of cytokines did not change significantly from TO to T1. It was
observed that, at TO, IL-10 was significantly higher in placebo group and is
positively correlated with TNF-a at T1. The mean of MT1G and ZIP 14 gene
expression reduced significantly after supplementation (P <0.05). There was
positive relation between MT1G and Zip 14 expression and serum
concentrations of TNF-a and MT1G expression at TO. There was a negative
correlation between plasma zinc and MT1G expression and between adequate
dietary intake of zinc and ZIP 14 expression CONCLUSION: Zinc
supplementation modulates gene expression of zinc carrier proteins reflecting
on their best distribution in cell compartments and on important changes in the
immune response of patients with ulcerative colitis.

Keywords: Ulcerative  Colitis;  Zinc  Supplementation; Inflammation;
Metalloproteins.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl) séo representadas pela Doenca de
Crohn (DC) e pela Retocolite Ulcerativa (RCU) e caracterizadas por rea¢cdes imunes
contra 0 proprio trato gastrointestinal que resultam em inflamag&o crbnica, com
quadros clinicos de recidiva ou remissdo (THUKKANI; WILLIAMS; SONNENBER,
2011).

A RCU caracteriza-se por inflamacgéo crénica que se restringe a superficie da
mucosa, com inicio no reto e se estendendo, de forma continua, ao longo do célon,
resultando em diarreia sanguinolenta como principal sintoma (BAUMGART,
SANDBORN, 2012).

A etiologia da RCU néao é totalmente compreendida, contudo, sabe-se que
esta é multifatorial, pois tanto a dieta quanto fatores ambientais, genéticos,
intraluminais, alteracdes na barreira do epitélio intestinal e resposta imunoldgica
anormal da mucosa contribuem para a manifestacdo desta doenca (TSIANOS;
KATSANOS; TSIANOS, 2011).

Esse conjunto de fatores ativam uma cascata imunoinflamatéria no intestino,
com infiltracdo de neutrdfilos na mucosa inflamada que, uma vez ativados,
produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), gerando danos aos tecidos e
culminando no estresse oxidativo (NAITO; TAKAGI; YOSHIKAWA, 2007; MAOR et
al., 2008).

Nesse contexto, destaca-se a importancia de nutrientes com agao
antioxidante, a exemplo de minerais. O zinco atua em varios mecanismos
relacionados a neutralizacdo de EROs e a modulacao da inflamacéo, uma vez que é
componente essencial da enzima superoxido dismutase (SOD), que converte
superéxidos em peroxido de hidrogénio, e da metalotioneina (MT), que inibe a
propagacao de radicais livres por meio de ligacdes seletivas com ions pré-oxidantes
(TAPIERO; TEW, 2003; KREZEL; MARET, 2007; LAITY; ANDREWS, 2007).

A caréncia nutricional em pacientes com RCU €& comum devido a menor
ingestdo alimentar, ma absor¢cdo, maiores perdas e interagfes de nutrientes com
medicamentos, e a deficiéncia de zinco pode contribuir para a inflamacao cronica e
lesédo oxidativa devido ao excesso de EROs (HO, 2004; POWELL, 2000; MARET,
2000).
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As metalotioneinas sdo proteinas que normalmente encontram-se no meio
intracelular, e por isso, atuam como citoprotetores celulares, participando ativamente
da neutralizac&o de radicais livres e desintoxicacdo de metais pesados. Além disso,
essas proteinas exercem papel fundamental no controle homeostatico das
concentracodes intracelulares de zinco (BLINDAUER; LESZCZYSZYN, 2010).

Da mesma forma, as proteinas transportadoras de zinco também regulam a
homeostase deste mineral, sendo conhecidas como transportadoras ZnT (Zinc
Transporters) e Zip (ZRT and IRT-like proteins) (DEVIRGILIIS et al., 2007,
WIJESEKARA et al., 2010). Destacando-se que as proteinas transportadoras da
familia Zip (SLC39A - Solute carrier family 39A) favorecem o aumento das
concentracfes citoplasmaticas de zinco por meio do influxo deste oligoelemento.
Contrariamente, a atividade da familia ZnT (SLC30A - Solute carrier family 30A)
reduz o conteudo intracelular de zinco, promovendo o efluxo deste mineral do
citoplasma para o meio extracelular (CHI STIAKOV; VORONOVA, 2009;
WIJESEKARA et al., 2010).

Contudo, o estado inflamatério que ocorre na RCU néo é resultado somente
do estresse oxidativo. Associado a este, a disfuncdo na regulagdo da barreira
intestinal provoca a perda da tolerdncia a microbiota intestinal pela mucosa,
elevando a expressao de citocinas inflamatdrias, o que leva ao desequilibrio entre
atividade das citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias (KORZENIK;
PODOLSKY, 2006).

Nesse sentido, o estudo de Liuzzi et al., (2005), mostrou que elevadas
concentragfes de citocinas proé-inflamatérias estéo relacionados a maior expressao
de algumas proteinas transportadoras de zinco. Assim, sugere-se que a
hipozincemia observada em pacientes com RCU pode ocorrer devido a elevada
expressao génica de metaloproteinas.

Com base no referencial teérico apresentado, fica evidente a necessidade de
investigacdes que propiciem melhor entendimento sobre o efeito da suplementacao
com zinco na expressdo de metaloproteinas, na modulacdo de citocinas
inflamatérias e na homeostase do zinco em pacientes com RCU, visando a

identificacdo de terapia nutricional que melhore o monitoramento da doenca.
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2. REVISAO DE LITERAURA

2.1.Aspectos metabdlicos, fisioldgicos e nutricionais do zinco

O zinco é o segundo oligoelemento mais abundante no organismo humano, e,
desempenha papel fundamental no metabolismo, atuando em fung¢des estruturais,
enzimaticas e reguladoras (MEUNIER et al., 2005; FUKADA; KAMBE, 2011). E um
estabilizador de estruturas moleculares e componente fundamental para a atividade
de enzimas, além disso, participa do metabolismo de carboidratos, lipideos,
proteinas e &cidos nucléicos, atuando na regulacdo da expressao génica e no
crescimento e reparo celular (MCCALL; HUANG; FIERKE, 2000).

No adulto, ha cerca de 2 a 3 g de zinco em todos os tecidos e fluidos
corporais. Aproximadamente 95% deste esta no compartimento intracelular,
concentrando-se no musculo esquelético (57%), o0sso (29%) e na pele (6%)
(MASON, 2006).

No sangue, cerca de 80% do zinco € encontrado nos eritrécitos e 16% no
plasma, e, apesar de conter menos de 0,5% do conteudo total de zinco, o sangue
representa 0 compartimento corporal mais importante deste mineral para o
metabolismo (YUYAMA et al., 2005).

A absorcdo de zinco ocorre principalmente no jejuno e depende de
transportadores especificos localizados na borda em escova dos enterdcitos, como a
proteina transportadora de zinco Zip-4. A quantidade absorvida é regulada por um
mecanismo homeostatico dependente de MT, que regula sua absor¢éo e liberacao.
Dessa forma, quando ha elevada concentracdo de zinco no organismo este
permanece ligado a MT, sendo excretado nas fezes, por descamacéo epitelial, apos
a morte dos enterdcitos (PRASAD, 2009).

Apos ser transportado dos enterdcitos, o zinco chega ao plasma, onde se liga
majoritariamente a albumina e pela veia porta é levado até o figado, onde é
temporariamente armazenado nos hepatocitos, até ser novamente liberado no
sangue, para ser acoplado a moléculas transportadoras que o levardo até os tecidos
(OVESEN et al., 2001). Nos tecidos, o turnover de zinco € lento, e como nao existe
reserva, quando o aporte deste mineral é insuficiente € necessério que este seja
mobilizado (PRASAD, 2008).
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A homeostase do zinco ocorre de acordo com a ingestdo, absorgcéo e
excrecdo e € mediada pela MT e pelas proteinas transportadoras do mineral
(DUFNER-BEATTIE et al., 2003; SEVE et al., 2004; WESSELLS et al., 2010).

A maior via de excrecdo de zinco € intestinal, por meio de secrecdes
pancredticas, descamacao de células da mucosa para o limen e fluxo transepitelial
de zinco na serosa intestinal. A excre¢do urinaria € pequena e depende da ingestédo
deste mineral. Com consumo adequado de zinco, entre 7 e 15 mg/dia, a excrecéo
total € de 3 a 4,6 mg/dia, podendo aumentar com uma maior ingestao (ZHENG et al.,
2010).

Em 2011, o Institute of Medicine atualizou as DRI (Dietry References Intake)
que estabeleceu a RDA (Recomended Dietary Allowance) para zinco de 8 mg/dia
para mulheres e 11 mg/dia para homens.

Boas fontes alimentares de zinco sé&o frutos do mar como ostras e camaréo,
carne bovina, frango, peixe, figado, leite e queijos, gérmen de trigo, graos integrais,
castanhas, legumes e tubérculos (PEDROSA; COZZOLINO, 2001; BUENO;
CZEPIELEWSKI, 2007).

A avaliacdo do estado nutricional relativo ao zinco é realizada por meio de
varios marcadores bioquimicos. A concentracdo plasmatica de zinco € bastante
utilizada e reflete variacdes recentes deste mineral no organismo. Ja a concentragao
eritrocitaria, reflete alteracbes a médio e longo prazo, pois a meia vida dos eritrocitos
€ mais longa (HAMBIDGE, 2003; SEKLER et al., 2007).

A determinagéo de zinco na urina é também um parédmetro de avaliacéo deste
mineral, além de sua determinagéo nas unhas e cabelos (LOWE; FEKETE; DECSI,
2009). Outros estudos apontam que as concentracdes de zinco nos leucdcitos,
linfocitos e neutrofilos sdo importantes parametros bioquimicos por conterem grande
guantidade deste mineral (HAMBIDGE, 2003; AYDEMIR et al., 2006).

A avaliacédo da atividade de metaloenzimas ligadas ao zinco também tem se
mostrado como biomarcador do estado do mineral. Nesse sentido, a MT tem sido
bastante utilizada, pois, suas concentracdes séricas sdo marcadamente reduzidas
em situagBes de restricdo dietética de zinco e elevadas apés a suplementacdo com
o mineral (ANDREE et al., 2006).

Estudos que investigam o Acido Ribonucléico mensageiro (RNAm) das
proteinas transportadoras de zinco (ZnT e Zip) também vem se destacando nas

investigacdes do estado nutricional relativo a este oligoelemento, como parametros



18

para avaliacdo da compartimentalizacdo do zinco em situacées de estresse e
inflamacé&o (EIDE, 2006; ROCHA, 2011).

2.2.Expressao génica de metaloproteinas

Com a clonagem de genes envolvidos no transporte de zinco foram
identificadas duas familias de genes de proteinas que participam do transporte
desse mineral: SLC30A, conhecidas como transportadoras ZnT; e SLC39A, como
transportadoras Zip. O gene para a transportadora ZnT-1 foi o primeiro a ser
clonado e sua expressdo é maior no duodeno e jejuno (PALMITER; FINDLEY,
1995). Esta proteina transportadora € encontrada em todos os tecidos, sendo que
nos eritrocitos e nas células tubulares renais localiza-se, predominantemente, na
membrana basolateral (EIDE, 2006; SEKLER et al., 2007).

A ZnT-2 esta presente no intestino, rins, testiculos, pancreas e no interior de
vesiculas intracelulares, reduzindo a concentracdo de zinco no citoplasma, o que
confere protecd@o celular contra toxidade. A ZnT-3 estd presente em elevadas
concentragbes no cérebro e nas vesiculas sinapticas ricas em zinco. A ZnT-4
€ encontrada também no cérebro e nas glandulas maméarias. J4 as proteinas
transportadoras ZnT-6 e ZnT-7 estdo localizadas nas células do intestino
delgado (SEVE et al., 2004; EIDE, 2006; SEKLER et al., 2007). A ZnT-5 e a ZnT-8
sdo expressas abundantemente nas células B pancreaticas. E a ZnT-9 néo
demonstrou papel estabelecido no transporte de zinco, ndo havendo evidéncias de
que esta seja regulada por nutrientes (CHIMIENTI et al., 2006; SMIDT et al., 2007;
OVERBECK et al., 2008).

Com relacdo as Zip, foi estabelecido que a Zip-1 € expressa ha maioria dos
tecidos humanos, sendo predominante no intestino delgado e no pancreas,
enquanto a Zip-2 € expressa em poucos tecidos e a Zip-3 apresenta uma elevada
expressdo na medula 6ssea e no baco e reduzida no intestino delgado e figado
(LIUZZI et al., 2004; LIUZZI; COUSINS, 2004).

A Zip-4 esté localizada nas células intestinais e nos rins, sendo que qualquer
alteracdo na sintese desta transportadora pode comprometer a absor¢cdo do mineral
proveniente da dieta, favorecendo a sua deficiéncia sistémica. A baixa ingestdo de

zinco leva ao aumento da expressdo do RNAm da Zip-4, pois, nesta situagao, essa
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proteina transportadora localiza-se na por¢do apical dos enterocitos, contudo, em
dietas ricas neste mineral, ocorre uma endocitose da Zip-4 (WEAVER et al., 2007). A
Zip-5 é expressa ha porcao basolateral dos enterdécitos e células acinares. Estudo de
Dufner-Beattie et al., (2003) em ratos, mostrou que, na deficiéncia de zinco, as
transportadoras Zip-5 migravam da superficie dos enterdcitos para o seu interior,
tendo a fung&o oposta a da Zip-4 na homeostase do zinco. Assim, na deficiéncia de
zinco, ocorre maior expressao da Zip-4, para que aumente a captacdo de zinco do
[ltmem. Ao contrario, a suplementacdo com o mineral eleva a expressao da Zip-5,
para que ocorra captacdo de zinco do sangue para o interior dos enterdcitos e
acinos, excretando-o.

Os genes das Zip-6 e Zip-7 apresentam elevada expressdo nas células
pancreaticas (LIUZZI et al., 2004). E o papel da Zip-11 na homeostase do zinco
ainda é pouco conhecido. No seu estudo, Martin et al., (2013) investigaram a
expressao da transportadora Zip-11 no trato gastrointestinal de ratos e concluiram
que na deficiencia de zinco ha maior expressdo dessa proteina no colon,
demonstrando sua atuacdo na homeostase do mineral. Por fim, a Zip-14 esta
localizada principalmente na membrana plasmatica dos hepatécitos e tem maior
expressdo durante processo inflamatério crénico, o que favorece a manifestacdo da
hipozincemia nos tecidos periféricos (LIUZZI et al., 2004).

Ao ligar-se ao Fator de Transcricdo Metal Responsivo-1 (FTMR-1), o zinco se
torna capaz de controlar a expressdo génica destas proteinas transportadoras.
Quando acontece essa ligacdo, o zinco torna-se capaz de se ligar ao Acido
Desoxirribonucléico (DNA), adquire conformacdo DNA-ligante e desloca-se para o
ndcleo da célula, onde se liga a elementos metal-responsivos, em locais de leitura
dos genes, aumentando a transcricdo destes genes (SMIRNOVA et al., 2000).

A expressdo génica das metalotioneinas também vem sendo bastante
estudada e revela alteracdes de acordo com a concentragdo plasmatica de zinco
(MARET, 2000; TAPIERO; TEW, 2003; LAHIRI; ABRAHAM, 2014). A MT-1 e MT-2
sdo isoformas expressas em variados tipos celulares e sé@o responsaveis pela
manuten¢ao da homeostase do zinco (HAQ, MAHONEY; KOROPATNICK, 2003). As
isoformas MT-3 e MT-4 tem expressao limitada, sendo mais observada nos
neurénios e tecido epitelial escamoso, respectivamente (CARPENE; ANDREANI;
ISANI, 2007). Vale mencionar que, em humanos, a MT-1 € codificada por 13 genes,
8 funcionais (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M e MT1X) e 5 inativos
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(MT1LP, MT1JP, MT1DP, MT1CP, MTL1IP). As outras isoformas tem apenas um
gene codificante ativo (MOLEIRINHO et al., 2011).

A MT controla a distribuicdo de zinco do plasma para o figado, e sua
expressdo génica € modulada pelo consumo alimentar de zinco. Quando ha
aumento na ingestdo, ocorre inducéo da sintese de tioneina, por meio de sua acao
sobre fatores de transcrigdo zinco-dependentes, formando a MT que ligada ao zinco,
armazena este mineral no figado. Por outro lado, em situacbes de baixa
disponibilidade, o zinco € liberado da MT, sendo entdo incorporado a outras
proteinas (DUFNER-BEATTIE et al., 2003; SEVE et al., 2004; WESSELLS et al.,
2010).

2.3.RCU, inflamacéo e zinco

No que diz respeito a fisiopatologia da RCU, observa-se que o reto sempre é
afetado por uma inflamacdo que pode estender-se até o ceco em um padrdo
continuo. Essa inflamacéo ocorre devido a resposta imunolégica exacerbada na
mucosa intestinal em conjunto com fatores ambientais e genéticos que levam a
disfuncdo na regulacdo da barreira fazendo com que ocorra aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal deixando-a mais susceptivel a infiltracdo de
antigenos (PODOLSKY, 2002).

Na RCU ocorre também perda da tolerancia da microbiota intestinal pela
mucosa. Assim, as bactérias da microbiota se ligam a receptores do tipo Toll like
(TLR) presentes na mucosa intestinal emitindo estimulos quimiotaticos que resultam
em infiltracdo de neutréfilos e macréfagos na mucosa com ativacdo de uma cascata
de reacdes imunoinflamatodrias no intestino. Uma vez ativados, os macrofagos e
neutréfilos aumentam a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias como o Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), e produzem espécies
reativas de oxigénio (EROs), gerando danos aos tecidos e culminando no estresse
oxidativo. Vale ressaltar que esse dano celular também desencadeia reacdes
imunoldgicas fazendo com que a inflamacdo se agrave e se torne cronica (DAVE et
al., 2014; ORDAS et al., 2012).

Sendo assim, a inflamacdo da RCU é um processo que ocorre em resposta a
diversos agentes lesivos, como por exemplo, eventos de natureza autoimune e

perda da permeabilidade da barreira intestinal. E é caracterizada por alteragbes na
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microcirculacdo, tais como os fendmenos angiogénicos, liberacdo de moléculas
soltveis, acumulo de leucocitos polimorfonucleares (PMN), seguido pelos
monaocitos, que se diferenciam localmente em macréfagos (NATHAN et al., 2002;
NORLING; SERHAN, 2010).

Entre as citocinas com atividade anti-inflamatoria, destaca-se a IL-10, que
possui também atividade imunossupressora. A mucosa de pacientes com DIl
expressa de forma elevada a IL-10 (AUTSCHBACH et al., 1998). Essa citocina € a
principal contra reguladora da resposta imunolégica inata, pois atua como anti-
inflamatoria agindo por “feedback” negativo, ou seja, inibindo a sintese de citocinas
pro inflamatérias. Elevadas concentracdes de IL-10 reduzem a producdo de TNF-q;
IL-6 e IL-8 pelos mondcitos. A supressao de IL-10 resulta em aumento dos niveis
séricos circulantes de TNF-a e IL-6, 0 que sugere que esta citocina possua grande
poder anti-inflamatério (ZEITOUN et al., 2010; FEDORAK et al., 2000).

Elevadas concentracfes de mediadores pro-inflamatérios e EROs parecem
aumentar a expressao de metalotioneinas, pois TNF-a e IL-6 estdo relacionados a
uma nova sintese de MT no figado, o que vai afetar diretamente as concentracbes
plasmaticas de zinco. Ao mesmo tempo, essas citocinas pré-inflamatérias elevam a
expressdo da Zip 14, que, por sua vez, aumenta o transporte de zinco para as
células do figado, onde é armazenado na forma de MT (ANDREWS, 2000;
OVERBECK et al., 2008).

Nesse sentido, Vasto et al., (2006) confirmou que a elevacdo sérica de
citocinas pro inflamatérias provoca variagdes na concentracao plasmética de zinco.
E Liuzzi et al., (2005), mostraram que a interleucina-6 esta relacionada a maior
expressao da metalotioneina e da Zip-14, na deficiéncia de zinco.

Mocchegiani et al., (2006) sugerem que quando ha doenca crbnica, o0 zinco
tende a se manter ligado a MT, sendo frequentemente sequestrado por esta e
dificiilmente desligado da mesma para ser transferido para outras proteinas,
caracterizando uma compartimentalizacdo do zinco no meio intracelular. Da mesma
forma, quando o processo inflamatério € reduzido, observa-se uma menor expressao
da MT associada a maior disponibilidade do zinco e melhora da resposta
imunolégica (MOCCHEGIANI, 2002).

Bao et al.,, (2003) indicam o uso do zinco como terapia associada no
tratamento de doencas crbnicas e inflamatorias apos concluir que a suplementacéo

com este mineral é capaz de reduzir TNF-a, IL-1 e IL-8. Outros estudos, em
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humanos sadios, demonstraram que a suplementacdo com zinco modifica a
expressdo dos transportadores de zinco e da MT em células brancas do sangue,
enfatizando a importancia desse micronutriente na transcricdo génica e metabolismo
celular (AYDEMIR et al., 2006; ANDREE et al., 2006).

Pesquisas que associam a inflamagé&o cronica da obesidade com marcadores
inflamatorios e transportadoras de zinco, demonstram que ZnT-4, Zip-1 e Zip-6 nos
leucdcitos foram inversamente correlacionadas a proteina C reativa (PCR) e ZnT-4 e
ZnT-5 estavam inversamente correlacionados ao TNF-a (NOH et al.,, 2014). A
suplementacdo com 30 mg de gluconato de zinco/dia durante 8 semanas elevou a
expressdo de ZnT-1 e ZnT-5 nos leucécitos de obesos (NOH et al., 2014a). Assim,
sugere-se que a inflamacéo e a ingestao de zinco alteram a homeostase do mineral.

Considerando os aspectos clinicos da RCU e a participacdo do zinco no
contexto da inflamacéo na gravidade e evolugcdo da doenca, julga-se importante a
realizacdo desse estudo na perspectiva da identificagéo de intervengdes nutricionais

gue melhorem o monitoramento da RCU.
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3. OBJETIVOS

Geral:

Avaliar o efeito da suplementacdo com zinco na expressao génica de

metaloproteinas e na resposta inflamatéria em pacientes com retocolite

ulcerativa.

Especificos:

Analisar o consumo alimentar de macronutrientes e zinco, e sua
adequacao nutricional,

Determinar as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco, antes e
apos a suplementacdo com este mineral;

Analisar a expressdo dos genes codificadores da proteina transportadora
de zinco: Zip-14, e da metalotioneina 1G (MT1G), antes e apos a
suplementacdo com zinco;

Quantificar as concentracdes seéricas de TNF-a, IL-6 e IL-10 nos
pacientes, antes e apds a suplementa¢do com zinco;

Analisar a relacédo entre a resposta inflamatoria e a expressédo dos genes

da Zipl4 e da MT1G, mediante a suplementacdo com zinco na RCU.
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4. METODOLOGIA

4.1.Protocolo Experimental

O estudo de intervencgao, cego, envolveu 41 pacientes diagnosticados com
RCU em remisséao e atividade da doenca, de ambos os sexos, e faixa etaria entre 20
e 69 anos, que fazem parte da Associacdo dos Portadores da Doenca de Crohn do
Norte e Nordeste do Brasil (ACROHNN) e sédo assistidos no Hospital Universitario
(HU) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Foram incluidos na pesquisa pacientes com RCU, adultos, de ambos os
sexos que nao faziam uso de suplemento vitaminico-mineral e/ou medicamentos
que pudessem interferir no metabolismo do zinco; que ndo possuiam doencgas
coexistentes como diabetes, obesidade, hipercolesterolemia, hipertenséo e doenca
renal; ndo etilistas e ndo tabagistas atuais; e, concordaram em participar e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A), conforme
prevé a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

O projeto foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFPI (CEP/UFPI) sob o numero CAAE 32479814.2.0000.5214 (ANEXO B) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da UFPI sob o nimero 41/15
(ANEXO C)

O fluxograma de arrolamento dos pacientes é demonstrado na FIGURA 1.
Todos o0s pacientes foram avaliados no tempo inicial do estudo, antes da
suplementacdo (TO) com preenchimento de ficha de acompanhamento individual
(APENDICE A) e reavaliados no tempo final do estudo, apos a suplementacéo (T1)
em relagdo aos pardmetros bioguimicos e moleculares estudados.

Com base nas concentracdes de zinco (Zn) plasmatico no TO, os pacientes
foram alocados em dois grupos: suplementado (pacientes com Zn plasmatico < 70
puZn/dL) (GIBSON, 2005), suplementados com 35mg de gluconato de Zn por 30 dias
e placebo (pacientes com Zn plasmatico > 70 uZn/dL ), que receberam capsula de
amido de milho por igual periodo.

4.2.Avaliagdo do Consumo Alimentar
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Foi aplicado o Registro Alimentar de 3 dias (APENDICE B), a fim de se
conhecer o consumo alimentar habitual dos pacientes. Os pacientes foram
orientados a preencher o registro em dias alternados, sendo dois dias durante a
semana e um dia no final de semana.

As concentracdes de macro e micronutrientes foram calculadas com uso do
software Nutwin versdo 1.5.2.51 do Departamento de Informatica da Escola Paulista
de Medicina/ UNIFESP, tendo os alimentos consumidos sido acrescentados no
banco de dados deste software segundo a Tabela Brasileira de Composicéo de
Alimentos (TACO) (NEPA/UNICAMP, 2011).

Os célculos dos percentuais de adequacao do consumo alimentar foram feitos
com base nos valores de recomendacéo das DRI (INSTITUTE OF MEDICINE, 2011)
e seguiram a metodologia de Soares; Penha e Moura (2013), de forma que a
adequacao do consumo caldrico foi calculada com base na estimativa de energia
requerida (Estimated Energy Requirements - EER) de cada grupo estudado,

considerando sexo, idade, peso, altura e nivel de atividade fisica.

FIGURA 1 - Fluxograma de arrolamento dos pacientes com RCU, atendidos no
Hospital Universitario da UFPI.
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A adequacgao do consumo de macronutrientes foi feita mediante comparagao
dos dados médios de ingestdo com os valores de distribuicdo aceitavel para
macronutrientes (Acceptable Macronutrient Distribution Range - AMDR), cujos
valores sdo: 10 - 35% para proteinas, 45 - 65% para carboidratos e 20 - 35% de
lipidios (INSTITUTE OF MEDICINE, 2011).

Por fim, a adequacdo do consumo de Zn foi calculada pelo método
probabilistico, que leva em consideracdo a necessidade média estimada (Estimated
Average Requirement - EAR) de acordo com o0 sexo de cada individuo e variacao

intrapessoal da ingestao.

4.3.Determinacdo dos Parametros Bioquimicos e Moleculares

4.3.1. Controle de contaminacao e preparo de reagentes

A vidraria e o material de polipropileno utilizado na coleta e analise do Zn
foram todos desmineralizados antes do uso, em banho de solu¢do de acido nitrico a
30%, por no minimo 12 horas. Posteriormente foram enxaguados em agua
deionizada, no minimo 10 vezes, secos em estufa e mantidos em recipientes
hermeticamente fechados, até o momento da utilizagdo, com o objetivo de minimizar
a contaminacao por minerais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Todos os reagentes foram preparados e diluidos em agua ultrapura.

4.3.2. Coleta e separacdo dos componentes do sangue

Foram coletadas amostras de 20 mL de sangue venoso de cada paciente, no
periodo da manha, de 7:30 as 9:30 horas, estando o participante em jejum de no
minimo 12 horas, e utilizando-se seringas plasticas descartaveis e agulha de aco
inoxidavel estéreis. O sangue coletado foi distribuido em 3 tubos distintos: 8 mL
em um tubo de vidro contendo citrato de sédio a 30%, como anticoagulante (10 pL
de citrato de sodio/mL de sangue) para a analise de Zn; 4 mL em um tubo de
plastico sem anticoagulante para determinacao sérica das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-
10; e 8 mL distribuidos em um tubo de vidro contendo solu¢do ACD (Acido Citrico;

Citrato e Dextrose) para determinacédo da expressao génica de MT1G e Zip-14.
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Para analise do Zn, o plasma foi separado do sangue total por centrifugacao a
1831x g, durante 15 minutos, em centrifuga da marca SIGMA 4K15. Em seguida, o
plasma foi extraido com pipeta automatica e acondicionado em microtubos de
polipropileno, sendo posteriormente conservados a —-20°C, até o momento da
analise.

A preparacdo dos eritrocitos para a determinacdo do mineral foi realizada
segundo o método proposto por Whitehouse et al., (1982). O sedimento do sangue
total foi lavado com 5 mL de solucdo salina isotdnica, a 0,9%, cuidadosamente
homogeneizado por inverséo e centrifugado a 2493x g durante 10 minutos. Ao final,
o sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido 3 vezes, para
remover outros tipos celulares do eritrocito (plaquetas e leucécitos). Apds a ultima
centrifugacdo, a solugdo salina aspirada foi descartada, e a massa eritrocitaria
extraida, com o auxilio de uma pipeta automatica, e entdo transferida para
microtubos que foram mantidos a temperatura de - 20°C até o momento da analise

de Zn e hemoglobina.

4.3.3. Determinacédo de zinco plasmatico e eritrocitario

A determinacdo de Zn plasmatico e eritrocitario foi realizada por
espectrofotometria de absor¢cdo atbmica de chama, utilizando o equipamento FAAS
240FS, Varian, calibrado nas seguintes condi¢des de trabalho: comprimento de onda
(A) 213,9 nm, fenda espectral 0,7 nm, chama oxidante com mistura de acetileno, ar,
e leituras com tempo de integragéo de 3 segundos. Como padrao de Zn foi utilizado
o Tritizol® (MERCK), com os pontos da curva preparados com agua ultrapura, 1%
de acido nitrico e seguindo as concentracdes de 0,00 (branco); 0,05; 0,1; 0,2; 0,3;
0,5;0,75; 1,0 e 1,5 pgZn/mL.

O preparo e diluicdo das amostras foi realizado segundo o método proposto
por Massocatto et al., (2013); Menezes (2010); e Sisti (2001), que inclui uma prévia
digestdo da amostra em forno microondas da marca Anton Paar, modelo Multiwave
3000, nas condicdes descritas na TABELA 1. Esta digestdo tem por finalidade
reduzir a viscosidade da amostra pela decomposicdo de residuos orgéanicos,
deixando-a com viscosidade semelhante & da solugcdo padrdo e evitando

depreciacdo do espectrofotdmetro de absorcédo atbmica. As amostras foram diluidas
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nas propor¢cbes de 1:5 (andlise do Zn plasmatico) e de 1:10 (andlise do Zn
eritrocitario), em agua ultrapura, 40% de 4cido nitrico e 10% de peroxido.

Apos a digestdo, as amostras foram diretamente aspiradas pelo
espectrofotometro de absorcdo atdmica e lidas em triplicata. Os resultados foram
calculados a partir das absorbancias médias obtidas e expressos em pgzZn/dL. A
classificacdo do estado nutricional relativo ao Zn no plasma e nos eritrocitos foi
realizada utilizando como referéncia os respectivos valores: 70-110 pgZn/dL
(GIBSON, 2005), e 40-44 ngzZn/gHb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994).

TABELA 1 — Condicdes de trabalho de forno microondas para digestdo de amostras

sanguineas.
Temperatura Rampa Aquecimento Ventilacado
80°C 7 minutos 5 minutos 1
120°C 8 minutos 5 minutos 1
180°C 7 minutos 15 minutos 1
0°C - 20 minutos 3

Para expressar os resultados de Zn eritrocitario na unidade zinco/massa de
hemoglobina, foram preparadas amostras para analise da concentracdo de
hemoglobina, pelo método da cianometahemoglobina (VAN ASSENDELFT, 1972).
Foi preparado o lisado 1 com diluicdo dos eritrocitos em agua ultrapura na propor¢ao
de 1:5. Uma aliquota de 20 pL do lisado 1 dos eritrécitos foi diluida em 5 mL de
solucéo de Drabkin. Para leitura da hemoglobina foi utilizado espectrofotémetro UV
visivel da marca BELPHOTONICS, modelo SP 1102, em comprimento de onda (A)
de 540 nm.

4.3.4. Determinacdo de citocinas séricas

Para determinacéo dos niveis séricos do TNF-a, da IL-6, e da IL-10, o sangue
sem anticoagulante, foi centrifugado a 1831x g durante 15 minutos em centrifuga da
marca SIGMA 4K15. Em seguida, o soro foi devidamente aspirado e armazenado
em microtubos a -35°C até andlise. Foi adotada a técnica de citometria de fluxo com
a utilizacdo de kit comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 da
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BD Bioscience seguindo as instru¢cées do fabricante. Sendo cada tubo preparado
com 25 pL da amostra, 25 pL da mistura de beads e 25 L do reagente de deteccéo
Th1/Th2 PE. O mesmo procedimento foi utilizado para preparacao da curva padréo.
Em uma mesma amostra, trés populacdes de beads com distintas intensidades de
fluorescéncia foram conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada
citocina, formando o CBA, em seguida, foram lidas no citobmetro de fluxo
FACSCantoll.

4.3.5. Determinacdo da expressdo génica da MT e da ZIP 14

Para as analises moleculares, as amostras de sangue coletadas foram
centrifugadas a 1831x g durante 30 minutos em centrifuga da marca SIGMA 4K15,
para separacao da fase fluida do sangue e retirada de células leucomonaociticas, que
constituem o buffy coat. Este, foi armazenado em microtubos estéreis livres de
RNAse em freezer -80°C. Em seguida, realizou-se a extracdo de RNA pelo método
TRIzol® Reagent, de acordo com instrucdes do fabricante (Invitrogen). Sendo
utilizado 400 pL de amostra, 800 uL de trizol para dissociacdo do complexo de
nucleoproteinas, 160 pL de cloroférmio para separacdo em fases, 400 uL de
isopropanol para precipitacdo do RNA e 800 pL de etanol a 75% para lavagem do
pellet. Em seguida, o RNA foi ressuspenso em 50 pL de agua DEPC (4gua
bidestilada, tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato) (Invitrogen).

A pureza e a concentracdo do RNA extraido foram verificadas a partir de uma
aliquota de 2 puL de cada amostra, que foi transferida para nanoespectrofotbmetro
(NanoDropTechnology Inc., Wilmington, USA), para leitura das absorbancias nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. O padréo grafico e o valor da razdo das
densidades Opticas entre os comprimentos de onda 260 e 280nm, foram
consideradas ideais quando a razdo das absorbancias apresentou-se entre 1,8 e 2,1
determinando a pureza das amostras. Posteriormente, as amostras de RNA foram
normalizadas para que todas ficassem na concentracdo de 100 ng/uL.

O RNA extraido das amostras foi, entdo, submetido a tratamento para digestao de
DNA com DNAse Deoxyribonuclease |, Amplification Grade, de acordo com
instrucdes do fabricante (Invitrogen), sendo utilizado 200 ng de RNA (2 pL), 2 yL de
10x DNAse | Reaction Buffer, 2 uL de DNAse I, Amp Grade, 1 U/uL, agua DEPC
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suficiente para completar o volume final de 20 L, e por fim, foi adicionado 2 pL de
25 mM EDTA.

A sintese de cDNA (DNA complementar) a partir de RNA tratado, foi realizada
utiizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription, de acordo com
instrucdes do fabricante (Applied Biosystems), cujo “mix” para a reagdo continha 10
pL de RNAtratado, 2 pL de 10x Reverse Transcriptase Buffer, 0,8 puL de 25x dNTP
Mix (100mM), 2uL de 10x Reverse Transcriptase Random Primers, 1uL de RNase
Inhibitor, 1pL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 4gua DEPC para o volume
final de 20 pL. Por fim, a pureza e concentracdo de cDNA foram também verificadas
em nanoespectrofotbmetro e todas as amostras foram normalizadas para a
concentracdo de 1000 ng/uL e estocadas em freezer a -20°C até o momento de sua
utilizagéo.

Para amplificacdo pela reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real (grt-PCR) foram utilizados os iniciadores (PRIMERS) especificos para
cada gene de interesse (TABELA 2), e como genes de referéncia, utilizou-se o
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) GAPDH e a 3-actina.

TABELA 2 — Numeros de acesso no GenBank e sequéncias de bases nitrogenadas

de primers.
Gene/ Nimero de acesso Sequéncia de primer
MT1G € F* 5 GCACCTCCTGCAAGAAGAGCT 3’
(NM_005950.2) R’: 5 GCAGCCCTGGGCACACTT 3’
ZIp 14 ¢ F% 5 ACTTAGGGCATCGCAGATGTTT 3’
(NM_001128431.2) RP: 5 GCAGTAACCTAGACGGGTCATTTAA 3’
B-actina © F* 5° CCACACTGTGCCCATCTACG 3°
(NM_001101.3) RP: 5" AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG 3’
GAPDH °© F* 5" CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 3’
(NM_002046.5) RP: 5 ACGACCAAATCCGTTGACTC 3’

& primer forward b primer reverse
Fonte: “Rocha et al. (2011) ¢ Batista (2009) °Chang et al. (2016).

As reacOes foram preparadas em placas de polipropileno contendo 96 pocos
e especificas para reacdo. Utilizou-se 1 pg de cDNA, 10 pL de Power SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,8 yuL dos primers forward e reverse, na
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concentracdo de 200 nM &gua ultrapura para um volume final de 20 pL. Todas as
reacoes foram realizadas em triplicata, com controle negativo da reacéo.

As amostras foram submetidas a seguinte termociclagem: 95°C por 10
minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (applied Biosystems). Ao
final, foram considerados validos apenas os resultados cuja reacdo apresentou
curva de dissociagcdo com apenas um pico, referente a temperatura de melting do
primer utilizado em cada reacao.

Optou-se por utilizar a B-actina como gene de referéncia, por mostrar maior
estabilidade na expressdo em relacdo ao GAPDH, conforme célculo no software
GENORM (https://genorm.cmgg.be/). Assim, a medida da expressdo do RNAm da
MT1G e da ZIP 14 foram obtidas em relacdo ao gene de referéncia B-actina, pela
diferenca entre o Ct do gene alvo e o Ct do gene constitutivo: ACt = (Ct gene alvo —
Ct gene endodgeno). Por fim, os dados de ACt foram transformados em escala

-ACT

logaritmica (2 ) para posterior calculos estatisticos.

4 .4.Andlises Estatisticas

Na analise estatistica, os resultados foram demonstrados como média e
desvio padrdo. Para comparacao entre os grupos suplementado e placebo, utilizou-
se o teste T de Student Independente para as variaveis paramétricas e o teste de
Mann-Whitney para as ndo paramétricas. Para comparar os resultados encontrados
no TO com os do Tl fez-se o teste T de Student Pareado para as variaveis
paramétricas e o teste de Wilcoxon para as varidveis ndo paramétricas. A
normalidade dos parametros foi avaliada pelo teste Kolmogorov-smirnov. As
relacbes entre as variaveis foram testadas usando Correlacdo de Spearman. Os
dados foram processados em programa estatistico SPSS for Windows 10.0,

adotando-se P<0,05 como nivel de significancia.
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5. RESULTADOS

Foram estudados 41 pacientes com RCU, com predominédncia do sexo
feminino (61%) e com média de idade de 46 + 12 anos. Quanto a escolaridade,
36,6% possuiam ensino médio completo. Destaca-se que 78% dos pacientes
estudados ndo possuiam histérico familiar de DIl, demonstrando que essa doenca
tem etiologia multifatorial, podendo o fator genético influenciar ou ndo no seu
aparecimento (TABELA 3).

TABELA 3 — Caracteristicas gerais dos pacientes com RCU, assistidos no Hospital

Universitario da UFPI.

Caracteristicas n %
Sexo

Masculino 16 39,0
Feminino 25 61,0

Escolaridade

Fundamental Incompleto 10 244
Fundamental Completo 7 17,1
Médio Incompleto 4 9,8
Médio Completo 15 36,6
Superior Incompleto 2 4,9
Superior Completo 2 4,9
P6s Graduacao 1 2,4
Historico de DIl na familia

Sim 9 22

Nao 32 78

Do total de individuos estudados, 56,1% (n=23) apresentaram Zn plasmatico
abaixo do valor de referéncia (<70 pgZn/dL) no TO, sendo alocados no grupo
suplementado (35 mg de gluconato de zinco/dia). O grupo placebo (Zn plasmatico
>70 pgZn/dL) constituiu 43,9% (n=18) da amostra total, que receberam (35 mg de
amido de milho/dia).

Caracterizando os pacientes segundo o tipo de intervencéo, observou-se para

0 grupo suplementado média de idade de 47 £ 12 anos, com predominancia do sexo
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feminino (69,6%), ensino médio completo (39,1%), e 87% dos pacientes nao tinha
histérico familiar para DII.

O grupo placebo tinha média de idade de 45 + 12 anos, igual distribuicdo para
0 sexo e escolaridade (fundamental completo - 33,3%; médio completo - 33,3%), e
maior prevaléncia de pacientes sem histéria familiar para DIl (66,7%). A TABELA 4

demonstra as caracteristicas dos pacientes segundo o tipo de intervencao.

TABELA 4 — Caracteristicas gerais dos pacientes com RCU, segundo o tipo de

intervencao.
Grupos
Caracteristicas Suplementado Placebo
n % n %
Sexo
Masculino 7 30,4 9 50
Feminino 16 69,6 9 50
Escolaridade
Fundamental Incompleto 7 30,4 3 16,7
Fundamental Completo 1 4,3 6 33,3
Médio Incompleto 4 17,4 0 00,0
Médio Completo 9 39,1 6 33,3
Superior Incompleto 1 4,3 1 5,6
Superior Completo 1 4,3 1 5,6
Pés Graduagéo 0 0 1 5,6
Historico de DIl na familia
Sim 3 13,1 6 33,3
N&o 20 86,9 12 66,7

Os resultados da analise do consumo alimentar habitual dos pacientes estao
apresentados na TABELA 5.

Com base nas recomendagdes nutricionais e nos percentuais de adequacao
de calorias, macronutrientes e Zn, a dieta habitual estava adequada quanto ao
aporte de proteinas, carboidratos e lipidios e abaixo do recomendado para ingestéo

de calorias e de Zn, em ambos 0s grupos estudados.
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TABELA 5 — Valores médios e desvios padrdao do consumo alimentar; e percentuais
de adequacdo do consumo de calorias, macronutrientes e zinco, segundo as

recomendacdes nutricionais.

Adequacao
_ Suplementado Placebo
Consumo Alimentar N=222 N=18
Média + DP % Média + DP %
Energia (kcal/dia) 1521 + 439 76,9° 1838 + 431 84,2°
Proteinas (g) 78 £25 20,7° 97 £ 26 21,2°
Carboidratos (g) 203 +65 53,2° 233 +82 50,1°
Lipidios (g) 44 + 18 25,8° 60 + 19 29,7°
Zinco (mg) 9+3 64,8% 14 +6 87,0%

Valores de referéncia: calorias 100%; proteinas 10 - 35%; carboidratos 45 - 65%; lipidios 20 - 35%;
zinco 100% 21 paciente ndo preencheu o registro alimentar ® Percentual de adequacao média
¢ Percentual de distribuicdo em relagdo ao aporte calorico 4 percentual de probabilidade de
adequacao média * Teste T de Student Independente (p<0,05)

Ainda com relagcdo ao Zn, os pacientes do grupo suplementado tiveram
percentual de probabilidade de adequacao da ingestdao de Zn significativamente
menor (p= 0,032) do que os pacientes do grupo placebo.

Na TABELA 6 encontram-se demonstrados os valores médios e desvios
padrdo das concentracbes de Zn plasmatico e eritrocitario, segundo 0s grupos
estudados, nos tempos TO e T1. Os resultados revelam que no TO houve diferenga
significativa (p<0,01) nas concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de Zn no grupo
suplementado, em relacéo ao grupo placebo.

Analisando o efeito da suplementacdo com Zn, o estudo revelou que a
intervencao foi eficaz, com aumento significativo nos parametros de Zn plasmatico
(p<0,01) e eritrocitario (p=0,04). Avaliando o grupo placebo, observou-se diminui¢do
significativa nas concentracdes de Zn plasmatico (p=0,02) e eritrocitario (p<0,01) do
TO parao T1.

Apesar do aumento significativo nas concentracdes de Zn plasmético, o
estudo mostrou que 48% dos pacientes ndo alcancaram o limite inferior de

normalidade para esse parametro. Da mesma forma, o aumento nas concentracées
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eritrocitarias de Zn, apés a suplementacdo néao atingiu o valor minimo de referéncia
para 83% dos pacientes (FIGURA 2).

TABELA 6 — Valores médios e desvios padrdo das concentragdes plasmatica e

eritrocitaria de zinco dos pacientes com RCU nos diferentes grupos e tempos

estudados.
. Adia +
Biomarcadores TOMedla *DP 1 p®

Zinco Plasmatico (pgZn/dL)
Suplementado (N=23) 53,2+11 74,8+ 21 <0,01
Placebo (N=18) 82,3+11 71,7+22 0,02
p° <0,01° 0,65¢

Zinco Eritrocitario (ugZn/gHb)
Suplementado (N=23) 27,8+10 32,8+7 0,04
Placebo (N=18) 349+8 26,0+ 4 <0,01
p° <0,01° 0,02

Valores de referéncia: Zn plasmatico 70-110 pZn/dL; Zn eritrocitario 40-44 uzZn/gHb
% Comparac&o entre os tempos estudados - Teste de Wilcoxon b Comparacéo entre
0s grupos estudados ° Teste T de Student Independente  Teste de Mann-Whitney

FIGURA 2 - DistribuicAo de pacientes do grupo suplementado, segundo a

classificacao do estado nutricional relativo ao zinco.

100%
83%

75% ® Zinco plasmatico >
70pgZn/dL

52% 48% Zinco plasmatico <
50% 0 70pgZn/dL

m Zinco eritrocitario
>40uZn/gHb

Zinco eritrocitario

. <40uZn/gHb
0%

Zinco plasmatico Zinco eritrocitdrio

% de pacientes

25% 17%

Correlacionando-se os parametros bioquimicos de Zn no TO com o percentual

de probabilidade de adequacédo da ingestdo deste mineral e entre Zn plasmatico e
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eritrocitario, observou-se que houve correlacdo positiva e significativa entre essas
variaveis (TABELA 7).

TABELA 7 — Correlacbes entre o percentual de probabilidade de adequacdo da

ingestéo de zinco e as concentracdes plasmatica e eritrocitaria do mineral.

Correlacdo de Spearman p r

% de probabilidade de adequacéo de Zn
X

Concentracao plasmatica de Zn TO 0,01 0,405
% de probabilidade de adequacao de Zn

Concentracdo erii(rocitéria de Zn TO <0,01 0,517

Concentracao plasmatica de Zn TO <0,01 0.448

X
Concentracgao eritrocitaria de Zn TO

A TABELA 8 mostra os valores médios e desvios padrao das concentracdes
séricas de citocinas, de acordo com o0s grupos de intervencao e tempos estudados.
Os resultados revelam que, no TO, a IL-10 estava significativamente maior no grupo
placebo, em relagdo ao grupo suplementado (p=0,01).

Analisando o efeito da suplementacao nas citocinas estudadas, nos diferentes
tempos, observou-se que as variacbes dos valores ndo foram estatisticamente
significativas (p>0,05).

O estudo de correlagao entre o percentual de probabilidade de adequacgao da
ingestdo de Zn e parametros bioquimicos de Zn com as citocinas ndo mostrou
correlacdes significativas.

Houve correlacdo positiva (r=0,614) entre TNF-a e IL-10 (p<0,01) no grupo
placebo, no tempo T1, significando que, nos pacientes com valores plasmaticos de
Zn adequado, os que apresentaram maiores niveis seéricos de TNF-a, também

tinham niveis séricos de IL-10 mais elevados (FIGURA 3).

TABELA 8 — Valores meédios e desvios padrdao das concentracdes séricas das
citocinas de pacientes com RCU, segundo os grupos de intervencdo e tempos

estudados.
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TABELA 8 — Valores médios e desvios padrdo das concentracbes séricas das

citocinas de pacientes com RCU, segundo os grupos de intervengcdo e tempos

estudados.
Citocinas 0 Média + DP T1 p*

IL-6 (pg/mL)
Suplementado (n=23) 4,24+ 4,42 3,47+ 3,73 0,74
Placebo (n=18) 4,12+ 2,59 3,46+ 2,89 0,16
p° 0,36 0,52

IL-10 (pg/mL)
Suplementado (n=23) 2,21+2,25 1,92+4,15 0,08
Placebo (n=18) 6,77 +21,64 6,00+ 19,33 0,91
p° 0,01 0,85

TNF-a (pg/mL)
Suplementado (n=23) 4,04 £ 4,96 4,16+7,21 0,54
Placebo (n=18) 1,74+1,72 2,56+ 3,51 0,65
p° 0,14 0,22

% Comparacéo entre os tempos estudados - Teste de Wilcoxon b Comparacao entre 0s grupos
estudados - Teste de Mann-Whitney
FIGURA 3 — Correlacdo entre TNF-a e IL-10 em pacientes com RCU do grupo

placebo no T1.
3 -
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Conforme demonstrado na TABELA 9, o resultado da expressao génica da
MT1G e da ZIP 14 revela que, no TO, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos estudados. Apos a suplementacdo, no T1, houve diminuicdo significativa da

expressdo do RNAm da MT1G (p=0,04) e da ZIP 14 (p=0,04).
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TABELA 9 — Valores médios e desvio padrdo da expressdo de RNAm dos genes
MT1G e ZIP14 de pacientes com RCU, de acordo com o grupo estudado nos

tempos TO e T1.

Marcadores Média + DP
Moleculares TO T1 p

MT1G (2 2¢T)
Suplementado (n=23) 0,28+ 0,20 0,18+0,19 0,045
Placebo (n=18) 0,23+0,20 | 0,13+0,90 | 0,094
PP 0,306 0,599

ZIP 14 (2 €Ty
Suplementado (n=23) | %:22%¥036 | 005009 | 0,045
Placebo (n=18) 0,16+0,25 | 0,03+0,05 | 0,039
of 0,478 0,618

% Comparagdo entre os tempos estudados - Teste de Wilcoxon b Comparacao
entre os grupos estudados - Teste de Mann-Whitney

Observou-se correlagcéo positiva (r=0,548) entre a expresséo da ZIP 14 e da
MT1G no TO (p<0,01) (FIGURA 4).

FIGURA 4 - Correlagcdo entre a expressdo génica da ZIP 14 e da MT1G em
pacientes com RCU no TO.
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Relacionaram-se negativamente (r= - 0,327) 0 Zn plasmatico e a expressao
do mRNA da MT1G no TO (p=0,037) (FIGURA 5).
O percentual de probabilidade de adequacdo da ingestdo alimentar de Zn

mostrou relacao inversa (r=- 0,323) com a expressédo da ZIP 14 (p=0,04) no T1.
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FIGURA 5 — Correlacdo entre a expressdo génica da MT1G e a concentracao

plasmatica de Zn em pacientes com RCU no TO.
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Por fim, a expressédo do RNAmM da MT1G correlacionou-se positivamente
(r=0,474) com a concentracdo sérica de TNF-o (p=0,04) no grupo placebo, no TO
(FIGURA 6).

FIGURA 6 — Correlacdo entre a expressao génica da MT1G e a concentracao sérica
de TNF-a em pacientes com RCU do grupo placebo no TO.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados parametros relativos ao consumo alimentar, e 0
efeito da suplementacdo com Zn em marcadores bioguimicos e moleculares em
relacdo a este mineral.

Para fins de caracterizacdo dos pacientes investigados, o estudo demonstrou
que ha maior incidéncia de RCU em adultos, relativamente jovens, do sexo feminino,
com nivel de escolaridade no ensino médio, com poucos relatos de historico de DI
na familia, dados que estdo em conformidade com a literatura nacional e
internacional (PARENTE et al.,, 2015; BARROS; SILVA; LINS NETO, 2014
THUKKANI; WILLIAMS; SONENBER, 2011; KLEINUBING JUNIOR et al., 2011).

No que diz respeito ao consumo alimentar, verificou-se que 0s pacientes
estudados apresentaram, em meédia, aporte energético e percentual médio de
probabilidade de adequacéo da ingestdo de Zn inferior ao recomendado, que pode
ser justificado pela menor ingestao alimentar, devido ao quadro clinico da doenca,
caracterizado por diarreias recorrentes e pelo receio do paciente em alimentar-se
(HO, 2004), resultado também encontrado por Silva et al., (2015).

Aliado a esses aspectos, vale ressaltar que a analise do padrao dietético foi
feita com uso de inquérito preenchido pelo préprio paciente, portanto, sujeito a sub-
relatos, em relacdo ao tamanho das por¢cdes ou omissdo de algum alimento, esse
fato, € mais comum entre mulheres, maioria da amostra estudada nesta pesquisa
(SCAGLIUSI; LANCHA JUNIOR, 2003).

Os pacientes submetidos a intervencdo com Zn apresentaram menor
percentual de probabilidade de adequacéo de Zn quando comparados aos pacientes
do grupo placebo, comprovando que o consumo dietético do Zn influencia
diretamente no controle homeostatico deste oligoelemento (YUYAMA et al., 2005).

Com relacdo a ingestdo de macronutrientes, o estudo mostrou que o0s
pacientes consumiram quantidades adequada em relacdo as faixas de distribuicdo
aceitavel, o que corrobora com os resultados de Silva et al., (2015) e indica que a
dieta habitual desses pacientes caracteriza-se pelo baixo volume alimentar,
equilibrio de distribuicdo de macronutrientes e restricdo de alimentos fonte de Zn,
principalmente os de origem animal.

Quanto aos dados referentes aos parametros bioquimicos de Zn, o estudo

revelou que, a intervencdo com o gluconato de Zn promoveu aumento significativo
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na concentracdo plasméatica do mineral. No grupo placebo, houve redugdo nas
concentragbes de Zn plasmatico, verificando-se diferenca significativa entre os
grupos e tempos pesquisados.

Com relacdo ao Zn plasmatico, esses dados, corroboram com os achados de
Matias et al., (2015), cujo aumento € justificado pelo mecanismo homeostatico do
Zn, que responde a intervengbes nutricionais a curto prazo, mantendo as
concentracfes deste mineral dentro dos padrdes fisiolégicos (LOWE; FEKETE;
DECSI, 2009; GIBSON et al., 2008).

No que diz respeito ao Zn eritrocitario, observou-se aumento significativo em
suas concentracdes ap0s a suplementacdo, porém, a média se manteve abaixo do
valor de referéncia para a normalidade. Esse resultado € justificado pelo baixo
turnover de Zn neste compartimento, o que reflete mudancgas discretas, porém de
alta confiabilidade, em suas concentracées (SANDSTROM, 2001).

Contrariando os nossos achados, Matias et al., (2015), em estudo conduzido
nesta mesma instituicAo encontraram diminuicdo significativa nas concentracfes
eritrocitarias de pacientes com RCU apds suplementacdo com Zn, condicéo
atribuida & inflamacgéo e quantidade de Zn suplementado.

Ainda com relagdo aos pardmetros bioquimicos de Zn, vale destacar que 48%
dos pacientes suplementados ndo alcangaram o valor minimo de normalidade e a
meédia da concentracao de Zn eritrocitario se manteve abaixo do valor de referéncia,
mesmo apos a suplementacéao.

A suplementacdo com gluconato de Zn é a opc¢do mais utilizada e mais
acessivel economicamente no controle e reestabelecimento do estado nutricional
relativo ao mineral (IZINCG et al.,, 2004) Entretanto, vale ressaltar que esta
formulacdo contém somente 14% de Zn disponivel (WHO, 2006), portanto, a
intervencdo atendeu somente a 52% e 72% da EAR para homens e mulheres,
respectivamente. Esse fato pode justificar, em parte, o aumento discreto dos
parametros bioquimicos relacionados ao Zn.

A andlise do estudo de correlagbes entre o percentual de adequacédo da
ingestdo de Zn e as concentracdes de Zn plasmatica e eritrocitarias foi positiva
comprovando que variacdes na ingestao deste nutriente provocam um ajuste interno
na absorcéo, distribuicdo e excrecdo deste mineral, melhorando sua disponibilidade

para atuar nas diversas funcdes metabdlicas (ZHENG et al., 2010).
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Os resultados relacionados as citocinas revelam que no tempo inicial do
estudo, o grupo placebo apresentou maior concentragdo sérica de IL-10, que por
sua vez, relacionou-se positivamente com o TNF-a no mesmo grupo, no T1. O
mesmo achado foi descrito por Liu et al., 2016, Wang et al., 2016 e Tao et al., 2015.
Niveis elevados de citocinas inflamatérias como o TNF-a sinalizam maior sintese de
IL-10 como resposta imunoldgica, pois a IL-10 é capaz de reduzir danos celulares na
barreira intestinal causados pelo TNF-a, contribuindo para a recuperacao do epitélio
intestinal e reduzindo o contato de antigenos no limen intestinal (LOREN et al.,
2015).

Os resultados desta pesquisa demonstram que esse mecanismo
possivelmente esteja preservado em pacientes com RCU que apresentam niveis
adequados de Zn plasmatico, relacdo ndo encontrada no grupo suplementado no
TO, sugerindo que a deficiéncia de Zn afeta a resposta imunoldgica e desta forma,
contribui para o estado inflamatério e oxidativo.

Por outro lado, a suplementacdo com 35 mg de gluconato de Zn/dia nao
melhorou o quadro inflamatorio dos pacientes com RCU. Até o momento, ndo foram
encontrados estudos que relacionam suplementacdo com Zn, citocinas seéricas e
RCU em humanos, contudo, ao contrario dos resultados descritos nesta pesquisa,
estudos experimentais, com ratos, demonstram melhora na resposta imunoldgica
apos dieta adequada em relacdo ao Zn (PRASAD et al., 2004, SUWENDI et al.,
2012).

As alteracbes metabdlicas encontradas nesse estudo sugerem que o aumento
na oferta de Zn, por meio da suplementacdo em doses que atinjam 100% da EAR,
provavelmente resultara em diminuicdo significativa das concentracdes séricas de
citocinas pro-inflamatorias. Além disso, deve-se considerar que investigacdes de
base molecular, como a expressdao génica dessas citocinas, possivelmente
demonstrem resultados mais sensiveis, frente a suplementacao.

Com relacéo a expressdo génica da MT1G e da ZIP 14, o estudo ndo mostrou
diferenca estatistica entre o grupo suplementado e o placebo, no TO, demonstrando
semelhanca entre os grupos no inicio do estudo (T0). Além disso, observou-se
correlacdo positiva entre a expressédo da MT1G e da ZIP 14, revelando que os
pacientes com maior expressdao de ZIP 14 eram também os que tinham maior

expressao de MT1G.
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O efeito da suplementacdo com Zn na expressdo génica de proteinas que
controlam a homeostase deste mineral na RCU representa uma area de interesse
até o momento ndo explorado, o que certifica a originalidade e relevancia deste
estudo. Por outro lado, estudos que envolvem outras doencas, como obesidade,
diabetes e aterosclerose, também caracterizadas por inflamacgéo cronica e estresse
oxidativo, descrevem resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa
(ROCHA et al., 2011; LAIS et al., 2016; DIAS et al., 2014).

Correlacionaram-se positivamente a expressdo do RNAm da MT1G e a
concentragdo sérica de TNF-o no grupo placebo, no TO, demonstrando que a
inflamacéo exerce influéncia significativa na expressao da MT1G. Em situacdes de
inflamacé&o crénica, o aumento de citocinas pro-inflamatdrias levam a maior sintese
de MT e de proteinas transportadoras de Zn, especialmente, as da familia Zip, como
a ZIP 14. Sendo esta, uma proteina responséavel pelo aumento das concentracdes
de Zn no meio intracelular, ocorrerd maior influxo deste mineral em células do
figado, onde 0 mesmo € mantido ligado a MT (NEURATH et al., 2014; OVERBECK
et al., 2008).

A suplementagdo foi comprovadamente eficaz, havendo diminuigdo
significativa da expressdo do RNAm da MT1G e da ZIP 14 quando comparadas no
TO e no T1l. Em paralelo a reducdo da expressdo da MT1G, houve aumento
significativo das concentracfes de Zn plasmatico. Da mesma forma, o percentual de
probabilidade de adequacao da ingestédo alimentar de Zn mostrou relacao inversa
com a expressao da ZIP 14, demonstrando que o0s pacientes com ingestéo de zinco
mais proxima da EAR tinham menor expressdo do RNAm da ZIP 14. Nesse
contexto, estudos apontam menor expressao de MT quando o processo inflamatorio
é diminuido, sendo associado a melhor disponibilidade de Zn e resposta imunolégica
(MOCCHEGIANI, 2002; AYDEMIR et al. 2006; DIAS et al., 2014).

Os resultados deste estudo evidenciam a relacdo entre inflamacéo e controle
homeostéatico do Zn, ressaltando a importancia do consumo adequado deste mineral
na melhoria dos parametros bioguimicos e moleculares e, consequente efeito na

modulacdo de citocinas pro-inflamatorias.
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7. CONCLUSOES

Os pacientes com RCU tem ingestdo insuficiente de Zn e calorias, e
apresentam consumo com adequada distribuicdo de macronutrientes.

A suplementacdo com 35 mg de gluconato de Zn/dia durante 30 dias
promoveu aumento significativo nas concentracdes de Zn plasmatico e eritrocitario,
e reduziu de forma significativa a expressao dos genes codificadores da MT1G e da
ZIP 14. Porém, ndo provocou alteracdo significativa nas citocinas pro-inflamatorias
(IL-6 e TNF-a), e anti-inflamatdria (IL-10).

A expressado génica da MT1G foi maior em pacientes com concentracdes
séricas de TNF-a mais elevadas, e com baixas concentragbes plasméaticas de Zn,
demonstrando que a inflamacdo crénica caracteristica da RCU esta associada a
deficiéncia de Zn e altera o controle homeostatico deste nutriente.

A suplementacdo com Zn modula a expressdo génica de proteinas
carreadoras deste mineral, refletindo em melhoras na distribuicdo de Zn nos
compartimentos celulares e em importantes alteracdes na resposta imunoldgica de

pacientes com RCU.
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9. ANEXOS

Anexo A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O

MINISTERIO DA EDUCAGAO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRIGCAO
Campus Universitario Ministro Petrénio Portella - Bairro Ininga — Teresina/PI
CEP: 64049-550 - Fone (86) 3237-2062

E-mail: ppgan@ufpi.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estresse oxidativo e atividade de citocinas na doenca inflamatdria intestinal.
Pesquisador responsavel: Prof2. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira
Instituicdo/Departamento: UFPI/ Departamento de Nutricdo

Pesquisadores participantes: Prof2. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira, Mayara Storel Beserra de
Moura, Nina Rosa Mello Soares, Susy Erika de Lima Barros

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 8858-1679/ (86) 9829-0728/ (86)9986-6162/ (86)
9927-4060

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Vocé precisa decidir se
quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o que se
segue e pergunte ao responsavel pelo estudo sobre qualquer duvida que tiver. Este estudo serd
conduzido pelas Mestrandas Mayara Storel Beserra de Moura, Nina Rosa Mello Soares e Susy Erika
de Lima Barros, sob orientacdo da Prof2. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira. Apds ser esclarecida
sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que
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estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé
ndo serd penalizada. Em caso de duvida, vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui pelo telefone (086) 3215 5437.

DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo analisar “O perfil nutricional relativo a minerais e marcadores do
estresse oxidativo e inflamatdrio em pacientes com doencga inflamatdria intestinal”. Para tanto, o
voluntdrio (a) serd submetido a coleta de sangue venoso para analise do zinco, selénio, citocinas pro
e anti- inflamatdrias, malondialdeido, isoprostanos e grupos carbonilicos; e, além disso, sera
determinado o consumo alimentar por meio de registros alimentares. Ndo sera realizada entrevista
gravada ou filmada.

Ao participar da pesquisa, o voluntario (a) ndo sofrerd nenhum prejuizo; no entanto, poderd sentir
leve desconforto, variagdo momentanea da pressdo arterial, tonturas, desmaio ou formagdo de
hematoma, devido ao jejum e a coleta sanguinea. Para contornar estas situa¢des, a coleta sera
realizada utilizando materiais descartaveis e ocorrerda no Hospital Universitario, portanto, uma
equipe multidisciplinar de apoio a saude estara a disposicdo para contornar essas situacGes. Dessa
forma, como alguns procedimentos realizar-se-do junto a Universidade Federal do Piaui, cabe ao
voluntario e/ou responsavel comparecer a mesma quando for solicitado, em dia e hora a serem
estabelecidos de acordo com a disponibilidade de ambas as partes (pesquisador e voluntaria).

Os participantes do estudo terdo como beneficios os resultados dos exames bioquimicos das
amostras de sangue, que serdo fornecidos apds a realizagdo dos mesmos, e orientacdo nutricional.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. 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 Universitdrio 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 serdo mantidos em sigilo.
A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o pesquisador, a equipe do estudo,
Comité de Etica independente e inspetores de agéncias regulamentadoras do governo (quando
necessario) terdo acesso a suas informacGes para verificar as informag¢des do estudo. O projeto tera
duracdo de dois anos, com término previsto para o primeiro semestre de 2016.
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Nomes e assinaturas dos pesquisadores:

Mayara Storel Beserra de Moura

Nina Rosa Mello Soares

Susy Erika de Lima Barros

Nadir do Nascimento Nogueira

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG ,CPF
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo “Estresse oxidativo e atividade de

citocinas na doenca inflamatadria intestinal”, como sujeito. Tive pleno conhecimento das informacdes
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Discuti com as mestrandas acima citadas
sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais serdo os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participa¢do
é isenta de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo. A retirada do consentimento ao
estudo nao acarretara penalidades ou prejuizos.

Teresina / /

Assinatura do participante



Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito
em participar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

ObservagGes complementares
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Anexo B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
PIAUI - UFPI asi

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estresse oxidativo e atividade de citocinas na doenca inflamatoria intestinal.
Pesquisador: Nadir do Nascimento Nogueira

Area Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 324708814.2.0000.5214

Instituigao Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 985.361
Data da Relatoria: 12/02/2015

Apresentagao do Projeto:

Estudo de natureza transversal envolvera 188 pacientes que apresentam doenca inflamatoria intestinal
(Doenca de Crohn ou Colite Ulcerativa), de ambos os sexos, faixa etaria entre 20 e 59 anos, que fazem
parte da Associagcdo dos Portadores da Doenga de Crohn do Norte e Nordeste do Brasil (ACROHNN),
assistidos no Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal do Piaui — UFPI.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar o perfil nutricional relativo a minerais e vitaminas do complexo B, de marcadores do estresse
oxidativo e inflamatdrio em pacientes com doenca inflamatoria intestinal.

Objetivo Secundario:

Analisar o consumo alimentar de macronutrientes e micronutrientes e sua adequag3ao nutricional:Determinar
as concentragdes plasmaticas de zinco, selénio, vitamina B12 e folato e homocisteina:Analisar as
concentragdes plasmaticas de malondialdeido, isoprostano e grupos carbonila;Determinar a atividade da
enzima superoxido dismutase e glutationa peroxidase;Quantificar interleucinas com agdo pro e
antiinflamatorias nos pacientes;Analisar a expressao de genes codificadores das proteinas transportadores
de

zinco ZnT e Zip;ldentificar biomarcadores de estresse oxidativo e inflamatorios para o diagnostico

Enderego: Campus Universitaro Ministro Petronio Portella - Pro-Relioria de Pesquisa

Balrro: Ininga CEP: 64043550
UF: PI Municiplo: TERESINA
Telefone: (85)3237-2332 Fax (85)3237-2332 E-mall: cep.upiuipledu.br

Pigen 01 de 03
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plataforma
PIAUI - UFPI asil

Continung o do Parecer: 385.361

precoce e monitoramento da DII.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

Dentre as dificuldades que poderao interferir na execugdo do estudo esta a adesdo dos pacientes que irdo
compor a amostra. Para contornar essa dificuldade, pode-se adotar como estratégia a sensibilizagdo dos
mesmos, mostrado os beneficios que o estudo podera trazer, além de aumentar o tempo de coleta de
dados, a fim de garantir um nimero suficiente de pacientes para o alcance dos objetivos.

Beneficios:

Com base na contextualizagdo do problema, é importante a realizagdo de estudos que propiciem melhor
e oligominerais, e na resposta inflamatoria, para que ocorra melhorias no diagnostico e tratamento de
pacientes com DIL"

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de tema relevante pois com base na contextualizagdo do problema, é importante a realizagdo de
estudos que propiciem melhor entendimento sobre aspectos metabélicos envolvidos na defesa antioxidante,
com participacdo de vitaminas e oligominerais, e na resposta inflamatdria de pacientes com DII.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos obrigatorios foram apresentados.
Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Enderego. Campus Universitaro Ministro Petronio Portella - Pro-Reltoria de Pesquisa

Balrro: Ininga CEP: 64043550
UF: PI Municiplo: TERESINA
Telefone: (85)3237-2332 Fax (86)3237-2332 E-mall: cep.umi@uipledu.br

Phgra 02 de O3
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
PIAUI - UFPI asil

M

Continuagio do Parecer: 385361

TERLCSINA. B Marce ds 2015
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Coortemmipry CEFUrP!
Fortaria Ppeey ¢ 162014

Enderego. Campus Universitaro Ministro Petronio Portella - Pro-Reltoria de Pesquisa

Balrro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municiplo: TERESINA
Telefone: (85)3237-2332 Fax (85)3237-2332 E-mall: cep.ufpi@uipledu.br

Pagra 03 de 03



62

Anexo C - CARTA DE APROVACAO DO CEP DO HU/UFPI

-n . Hospital

L] *

U' Universitario

EBSER

MINISTERIO DA EDUCAGAO
EMPRESA BRASILEIRA DE SERVIGOS HOSPITALARES
HOSPITAL UNIVERSITARIO / UFPI
CAMPUS UNIVERSITARIO PETRONIO PORTELLA S/N — BAIRRO ININGA
CEP: 64049-550 — TERESINA-PI

CARTA DE APROVACAO N° 41/15

Apos andlise do protocolo de pesquisa n. 41/15,intitulado “ESTADO NUTRICIONAL E
MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E EXPRESSAO GENICA
DE METALOPROTEINAS NA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL™ comunicamos
que 0 mesmo recebeu parecer favoravel para realizagdo da referida pesquisa. sendo realizada junto

a Unidade de Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario.

Teresina, 01 de Abril de 2015

Dr. La uriyal Lopes Filho
Presidente da CAAP- HUPI
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10. APENDICES

Apéndice A - FICHA DE ACOMPANHAMENTO INDIVIDUAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E SAUDE E PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

5
e

-~
$\\Iu////)/

= UFPI =

PROJETO: Estresse oxidativo e atividade de citocinas na doenca inflamatdria

intestinal.

Subprojeto 1: Efeito da Suplementacao com Zinco na Expressdo Génica de Metaloproteinas
e na Modulacdo de Citocinas Inflamatdrias na Retocolite Ulcerativa.

Subprojeto 2 : Efeito da Suplementacdo com Zinco na Resposta Inflamatdria em Pacientes
com Retocolite Ulcerativa.

PROTOCOLO DA PESQUISA
N° do Formulario:

Iniciais
N° do Prontuario:

DADOS SOCIO-ECONOMICO-EDUCACIONAL

Iniciais:

Endereco:

Ponto de referéncia:

Onde vocé mora é: ( )zonarural ou ( )zonaurbana

Cidade: Estado:
Telefones:

Data de nascimento: / / Idade:
Qual cidade vocé nasceu? Estado:

Sexo: ( ) masculino ( ) feminino

Se mulher: Esta gravida? ( )sim ( )ndo

Estda amamentando? ( )sim ( )ndo

Qual seu estado civil? (IBGE, 2010)

( ) Casado(a) ( ) Desquitado(a) ou separado(a) judicialmente

( ) Divorciado(a) ( ) Viavo(a) () Solteiro(a)

Ou conjugal?

() Vive em unido ( )Nao vivie, masjaviveu ( ) Nunca viveu em unido
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Qual a sua escolaridade?

( ) Analfabeto ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo
( ) ensino médio incompleto ( ) ensino médio completo

() superior incompleto ( ) superior completo

( ) pos-graduacao

HABITOS DE VIDA

Vocé fuma? ( )sim ( )ndo ( )parou
H4 quanto tempo parou?
Em sua casa, alguém fuma? ( ) sim ( ) nao

Vocé consome alguma bebida alcodlica? ( )sim ( )nao

Qual? ( ) cerveja ( )cachaca ( )vinho

Quantos diasnasemana?( )1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7 ( )raro/social
Qual a quantidade?

Vocé pratica alguma atividade fisica/exercicios? ( )sim ( )ndo ( ) parou
Qual?

Quantas vezes na semana?

Quantas horas por dia?
Ha quanto tempo vocé comegou 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 irmdos, alguém também tem DII? ( ) sim ( )ndo

Quando descobriu a doenga?

Vocé faz uso de algum suplemento vitaminico mineral ou pré e pré- bidticos
( )sim ()ndo

Se SIM, qual?
Ha quanto tempo vocé usa?

Além da DII, vocé tem outra doenca?
()DCV ( )DM ( )Hepatopatia ( ) Nefropatias( ) Cancer ( )AIDS ( )SP ( )Ob
( ) Outra

Vocé faz uso de medicamentos? ( ) sim ( ) ndo

() Mesalazina ou sufalazina ( ) Azatioprina ( ) corticosterdides -
( ) Outros
Vocé usa ou ja usou medicamentos biologicos?
( ) Infliximabe ( ) Adalimumabe ( ) outros
Se terapia bioldgica, quanto tempo faz uso ( ) parou —tempo




65

CLASSIFICACAO PARA DII

Score de Mayo para avalia¢ao da atividade da RCU

1. Frequencia das deje¢Oes

Numero habitual de dejecGes/dia

1 a 2 desej¢Oes a mais que o habitual

3 a 4 dejegGes a mais que o habitual

5 ou mais desejoes a mais que o habitual
2. Hemorragia retal

w N R, o

Auséncia de hemorragia retal

Rajas de sangue nas fezes menos do que a metade das dejecSes

Sangue vivo com as fezes na maioria das dejecGes

W o

Dejecdes apenas de sangue
3. Achados endoscépicos

Auséncia de doenca ou doenca inativa
Diminuicdo do padrdo vascular, leve friabilidade e eritrema

Perda do padrdo vascular, marcada friabilidade, erosdes

w N RO

Hemorragia espontanea, ulceracdes
4. Avaliagao médica global

Normal

N

Doenga leve

w

Doenga moderada

Doenca grave

Total de pontos

Fase: ( )Ativa ( )Remissao
DADOS ANTROPOMETRICOS
Peso Usual: Kg: Tempo:
Peso Atual:
Altura: (altura)®: IMC:
CC:

DADOS BIOQUIMICOS
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Apéndice B - REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS

Registro diario de sua alimentacao
N° Formulario:

Iniciais:

% Noés vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que aeste registro alimentar tudo que vocé
comer e beber durante todo o dia e a noite. Vooferdeanotar todos os alimentos
consumidos, sendo 2 dias durante a semana e um fiizal de semana, totalizando 3 dias.

% Durante o preenchimento deste registro alimeniguna aspectos sao importantes:

1 Preencher logo apés o consumo do alimento;
2 Especificar as marcas dos alimentos industrializgado
3 Procurar identificar o tamanho das frutas, vegetmdacos de carne, ou a quantidade
gue cada alimento é consumido, bem como o tipaefapacao (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 sersancha
2 Xicara — de cha ou de café
3 Copo - grande ou de requeijao (americano)
4 Prato de sobremesa

N° de pessoas na casa:

Consumo mensal de 6leo da familia:

Consumo mensal de sal da familia:

Consumo mensal de agucar 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

=

Copo americano




Data:

/

Dia:
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()Seg () Tec ()Qua ()Qui () Sex

Horario

Alimento

Medida Caseira




Data:

/

Dia:
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()Seg () Tec ()Qua ()Qui () Sex

Horario

Alimento

Medida Caseira




Data:

/

Dia: () Sabado ( ) Domingo
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Horario

Alimento

Medida Caseira




