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RESUMO

DONADIO, J.L.S.“Polimorfismos nos genes da enzima glutationa peroxidase e
biomarcadores do estado nutricional relativo ao selénio em populacio adulta de Sio
Paulo.” 2011. 75f. Dissertagdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, 2011.

Na maioria das doengas crénicas ndo transﬁﬁssiveis (DCNT), consideradas atualmente um sério
problema de saude publica, o estresse oxidativo contribui muito para suas complicagdes. O
principal sistema antioxidante nos mamiferos é o da glutationa peroxidase. Estudos recentes
destacaram a relagdo entre polimorfismos em genes de enzimas antioxidantes e risco para tais
doengas. Contudo, como ainda sdo escassos os dados na literatura sobre a distribuigio de
diferentes polimorfismos em enzimas antioxidantes na populagdo brasileira, este trabalho se
propde a correlacionar polimorfismos nos genes da glutationa peroxidase com os biomarcadores
do estado nutricional relativo ao selénio em uma populagio adulta. O estudo foi realizado com
124 individuos de ambos os géneros, com idade entre 20 a 50 anos, sem doengas hepéticas,
cardiovasculares e cancer. Os participantes responderam um questionario de informagdes
pessoais; o consumo alimentar foi avaliado por trés registros alimentares; os marcadores do
estado nutricional relativo selénio foram: concentragdo de Se eritrocitario, Se plasmatico e
atividade da GPx eritrocitaria; e os polimorfismos supracitados foram identificados por PCR em
Tempo Real. As médias encontradas para ingestdo de Se, foi de 41,1 ug/d, para Se no plasma de
54,13ug/L, para Se no eritrécito 56,14ug/L e para atividade da GPx 40,15 U/gHb. Foi observada
uma correlagdo moderadamente positiva entre o selénio no plasma e no eritrécito (r = 0,604).
Separando as varidveis entre os géneros, a média da atividade da GPx foi maior para as
mulheres (F = 43,5 U/gHb e M = 34,84 U/gHb, p<0,05). Separando as médias das variaveis
bioquimicas entre os diferentes SNPs, s6 foi encontrada uma diferenga significativa para o Se
eritrocito e atividade da GPx no SNP Arg5Pro no gene da GPxI, e para o Se plasma e Se
eritrocito no SNP4 Prol26Leu no gene da GPx2. Para os outros SNPs, diferengas estatisticas s6
foram observadas quando as médias foram separadas pelos géneros também, e as correlagdes
foram influenciadas tanto pelos genotipos quanto pelo género. Os resultados mostrados neste
estudo podem ser servir de evidéncia para destacar a importancia em saber a constituigdo
genética dos individuos nos estudos utilizando as variaveis Se plasmatico, Se eritrocitario e

atividade da GPx, como biomarcadores do estado nutricional relativo ao selénio.

Palavras-chave: selénio, polimorfismos, consumo alimentar, estado nutricional.



ABSTRACT

DONADIO, J.L.S.*“ Polymorfhisms Glutathione Peroxidase genes and biomakers of selenium
nutritional status in healthy adults of Sio Paulo.” 2011. 75f. Master’s degree Dissertation—

Faculty of Pharmacetical Sciences, University of Sao Paulo, 2011.

In the majority of non-communicable chronic diseases (NTCD), considered today a serious
public health problem, the oxidative stress contributes much to its complications. The main
antioxidant system in mammals is the glutathione peroxidase. Recent studies have highlighted
the relationship between polymorphisms in antioxidant enzymes genes and risk for such
diseases. However, as there are very few data in the literature on the distribution of different
polymorphisms in antioxidant enzymes with the brazilian population, this study proposes to
correlate polymorphisms of glutathione peroxidase with biomarkers of selenium nutritional
status in a healthy population. The study was conducted with 124 individuals of both genders,
aged between 20 to 50 years, without liver disease, cardiovascular disease, and cancer. The
participants answered a questionnaire of personal information; the food consumption was
assessed by three feeding records; the markers of selenium nutritional status were: concentration
of erythrocytes, plasma and erythrocyte GPx activity; the polymorphisms have been identified
by Real Time PCR. The averages of selenium intake were of 41.1 ug/d, for plasma selenium
concentrations 54.13 ug/L, for erythrocyte selenium concentrations 56.14 ug/L and for
erythrocites GPx activity 40.15 U/gHb. There was a positive moderately correlation between
plasma selenium and erythrocyte selenium (r = 0.604 ). Separating the variables between
genders, the average of the activity of the GPx was higher for women (F = 43.5 U/g Hb and M =
34.84 U/g Hb, p<0.05 ). Separating the averages of biochemical markers between different
genotypes, there was only a significant difference in erythrocyte selenium and GPx activity in
Arg5Pro (GPx1 gene), and for plasma and erythrocyte selenium in Prol26Leu (GPx2 gene). For
the other SNPs, statistical differences were only observed when means were separated by the

gender, and the correlations were influenced by both genotypes and by gender.

Key-words: selenium, polymorphisms, nutritional intake, nutritional status.
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo consideradas um sério problema
de saude publica atualmente, atingindo todas as classes sociais. Segundo a Organizacéo
Mundial de Salde, entram nesta classificacdo as doencas cardiovasculares, doencas
respiratorias crénicas, diabetes mellitus e as neoplasias. Apesar de ocorrerem em todos 0S
paises, cerca de 80% das doencas aparecem em paises de baixa e média renda. Atualmente,
estas doencas sdo responsaveis por 60% dos 6bitos no mundo e a projecéo de dbitos para o ano
de 2020 é de 73% (ACHUTTI & AZAMBUJA, 2004; BRASIL, 2008).

Na América Latina e no Caribe, as DCNT foram responsaveis por 44% dos 0bitos em
2002. No Brasil, em 2001, estas doencgas foram responsaveis por 62% das mortes e 39% das
internacdes no SUS, Sistema Unico de Sadde. A transicdo epidemioldgica, caracterizada pela
queda no namero de 6bitos por doengas infecciosas e aumento no nimero de ébitos por DCNT,
e que vem ocorrendo no Brasil desde 1930, é um dos fatores que poderia explicar o fenémeno.
Em nosso pais, de 2002 a 2004, 74% dos obitos foi decorrente de DCNT. Em 2005, 35
milhGes de pessoas morreram no mundo por estas causas. Dados do Ministério da Salde
mostram que cerca de 1 bilhdo de pessoas estdo acima do peso e 338 milhdes de pessoas
morrerdo de alguma doenca cronica nos proximos 10 anos (ACHUTTI & AZAMBUJA, 2004;
BRASIL, 2008).

Os principais fatores de risco para as DCNT podem ser classificados como ‘“ndo
modificaveis” (idade, sexo, predisposicdo genética) e “comportamentais”. Os fatores
comportamentais envolvem aspectos relacionados a transicdo nutricional, caracterizada pelo
excesso na oferta de alimentos ricos em acucar, sodio e lipidios, facilidade de acesso a
alimentos altamente cal6ricos e pouco nutritivos, e a queda na realizacdo de atividade fisica. A
adocdo do estilo de vida ocidental, com habitos como reducao do consumo de frutas, verduras

e legumes, sedentarismo, tabagismo e consumo crénico de alcool tendem a prejudicar a

Donadio, J.L.S., 2011.
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situacdo. Nesse contexto, a alimentacdo destaca-se como o fator ambiental ao qual as pessoas
estdo continuamente expostas e, dessa forma, caracteriza-se como 0 mais importante para a
reducdo do risco das DCNT (KAPUT & RODRIGUEZ, 2004; BRASIL, 2008).

A maioria destas doencas envolve alteracdo na homeostase do organismo, levando ao
aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), como anion superdxido, peréxido de hidrogénio e peroxido de lipidios.
Algumas doencas que estdo relacionadas com o estresse oxidativo sdo: artrite, aterosclerose,
diabetes, céncer, cardiopatias, catarata, esclerose multipla, inflamagdes crénicas, enfisema
pulmonar (BIANCHII, 1999).

A peroxidag&o lipidica parece ter grande importancia no estresse oxidativo no endotélio
das artérias, contribuindo para o desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas, aumentando o
risco de aterosclerose. A deplecdo das defesas antioxidantes ou aumento da producéo de ERO
podem desequilibrar o balanco antioxidante levando a injdria no tecido. O estresse oxidativo
pode provocar uma série de desequilibrios metabolicos, como quebra da dupla fita do DNA e
aumento do Ca?* intracelular, sendo que este Gltimo pode ativar proteases que danificam o
citoesqueleto e nucleases que danificam o DNA (HALIWELL, 1993).

O sistema de defesa antioxidante pode atuar de duas maneiras: primeiro, como
detoxificadora do agente oxidante antes que a lesdo seja formada (Glutationa Reduzida,
Superdxido Dismutase, Catalase, Glutationa Peroxidase), segundo, como reparador do dano
ocorrido (Vitamina C, Glutationa Redutase, Glutationa Peroxidase) (FERREIRA, 1997).

O principal sistema de defesa do organismo contra os efeitos nocivos destas ERO é o
enziméatico, composto pela Catalase (CAT), Superoxido Dismutase (SOD) e Glutationa
Peroxidase (GPXx); sendo o da glutationa peroxidase o mais importante nos mamiferos. A figura
1 abaixo ilustra como € a inter-relagdo entre as enzimas do sistema antioxidante enzimatico no
nosso organismo. No primeiro contato da Glutationa Reduzida (GSH) com o agente oxidante,

ela sofre uma oxidacdo a Glutationa Oxidada (GSSG), catalisada pela Glutationa Peroxidase, e

Donadio, J.L.S., 2011.
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se o sistema estiver eficiente, ela serd reduzida a GSH pela Glutationa Redutase (FERREIRA,
1997; BLANKENBERG et al, 2003; AL-TAIE et al, 2004; HAMANASHI et al, 2004).

Na Figura 1, o radical superoxido formado pela cadeia de transporte de elétrons na
respiracao aerébica, € dismutado a peroxido de hidrogénio (H,0,) pela SOD, dependente de
zinco e cobre. Este composto, apesar de ndo ser um radical livre conceitualmente, é um
metabdlito altamente tdxico, e participa da formacdo do radical hidroxila (OH?). O H,0, é
convertido em &gua e seus respectivos alcoois pela GPx, dependente de selénio, que para isso
oxida a GSH em GSSG. Para que o sistema continue funcionando efetivamente, a glutationa

redutase reduz a GSSG a GSH.

MADPF
EEElE ADFPH

Figura 1 Sistema antioxidante enzimatico.

(Fonte: http://www.unifesp.br/dneuro/nexp/riboflavina/d.htm)

As glutationa peroxidases sdo enzimas que apresentam a selenocisteina (Sec) no sitio
ativo e, portanto, a ingestdo de selénio pode influenciar tanto a sintese quanto a atividade
destas enzimas (BRIGELIUS-FLOHE, 1999; AL-TAIE et al, 2004). Existem 6 tipos de GPx,

porém as mais relevantes do ponto de vista nutricional sdo: a GPx1 ou citossolica; a GPx2 ou

Donadio, J.L.S., 2011.
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gastrintestinal; a GPx3 ou plasmatica e a GPx4 ou hidroperoxido de fosfolipidios (KRYUKOV
et al, 2003). Estas enzimas antioxidantes séo fundamentais para equilibrar a producgéo de ERO,
e qualquer alteracdo em sua estrutura e fungdo pode levar ao aumento de tais compostos, e
aumentar a susceptibilidade a algumas doengas.

Estudos recentes destacaram a relacdo entre polimorfismos em genes de enzimas
antioxidantes, como Mn-Superoxido Dismutase (Mn-SOD) e glutationa peroxidase, com o
aumento do risco para cancer (RATNASINGLE, 2000; VILLETE, 2002; CAIl, 2004,
RAASCHOU, 2006; RAVN-HAREN, 2006; BERMANO, 2007; MEPLAN, 2008; MIKAH,
2008; ARSOVA-SARAFINOVSKA, 2009; WANG, 2009; McATEE, 2010), diabetes mellitus
e doenca cardiovascular (HAMANASHI, 2004; NAKANISHI, 2008), sindrome metabdlica
(KUZUYA, 2008) e obesidade (MONTANO, 2009).

Outros estudos de forma semelhante, demonstraram a relagdo entre polimorfismos em
selenoproteinas como a selenoproteina P (SePP),selenoproteina N ( SePN), selenoproteina 15
(SeP15) e outras, com o risco para doenga de Keshan (XIONG, 2010), cancer de prostata
(COOPER, 2008), de pulmio (JABLONSKA, 2008), colo-retal (MEPLAN, 2010; PETERS,
2008). Recentemente, um estudo brasileiro investigou a relagdo do polimorfismo Pro198Leu da
GPx1 com danos no DNA e status de selénio em mulheres obesas (COMINETTI, 2011). Em
outro trabalho, a frequencia de diferentes polimorfismos em genes de enzimas antioxidantes
em trés grupos étnicos da populacdo brasileira foi determinada, porém, os marcadores
bioquimicos ndo foram acessados.

Portanto, como ainda sdo escassos 0s dados na literatura sobre a frequéncia de
diferentes polimorfismos em genes de enzimas antioxidantes na populacdo brasileira e sua
relacdo com os marcadores bioquimicos, o presente trabalho se propde a investigar a relacdo
entre polimorfismos nos genes da glutationa peroxidase e biomarcadores do estado nutricional

relativo ao selénio em populacéo adulta

Donadio, J.L.S., 2011.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O selénio

O selénio é um micronutriente essencial para a saude humana. Classificado
inicialmente como elemento tdxico, teve sua essencialidade comprovada em 1973, quando foi
descoberto como componente fundamental da enzima glutationa peroxidase. Ele entra na
cadeia alimentar através da sua incorporacdo nas plantas, e a quantidade disponivel no solo
depende do tipo de rocha de origem. Solos de origem vulcanica e pH acido tendem a ter o
selénio menos biodisponivel para as plantas (PAPP, 2007). Atualmente, € um dos minerais
mais estudados em relacdo ao cancer, além de ter papel importante na funcdo imunoldgica,
acdo antiinflamatoria, fertilidade masculina, funcdo tireoidiana e, principalmente, defesa
antioxidante da célula (ROTRUCK, 1973; FLOHE et al., 2000; HOLBEN, 1999; SUNDE,
1990; BURKE et al., 2003; RAYMAN, 2005; RAYMAN, 2000; DRISCOLL, 2003;
BROOME, 2004; HESKETH, 2008; WERZ, 1996; WEITZEL, 1993; VUNTA, 2007; CHEN,
2009, MCcKENZIES, 1998).

As funcdes biologicas do selénio sdo exercidas como constituinte do 21° aminoéacido, a
selenocisteina (Sec) presente nas 25 selenoproteinas conhecidas atualmente, sendo as
principais: GPxs, Tioredoxina Redutases (TRs), lodotironina Deiodinase (IDIs), SePP e outras
selenoproteinas, com funcéo ainda desconhecida, tais como:, H, I, K, M, N, O, R, S, T, V, W e
15kDa (KRYUKOV et al., 2003; LEI, 2007).

A glutationa peroxidase citossolica (GPx1) foi a primeira a ser identificada. Em 1953,
Mills descobriu a GPx1 no eritrocito, onde esta protegia a hemoglobina de danos oxidativos. A
GPx1 é encontrada no citossol das células, sendo expressa em todos os tecidos. Esta enzima é
sensivel as alteracdes do selénio da dieta, sendo considerada um bom biomarcador do estado

nutricional relativo ao selénio, principalmente em individuos com baixo status do mineral. 1sso
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porque em individuos consumindo grandes quantidades de selénio, a atividade da enzima
atinge um platd, ndo aumentando mais sua atividade. Contudo, na deficiéncia e no estado
nutricional marginal de selénio, a expressdo génica, concentracdo e atividade da GPx1 é mais
sensivel do que outras selenoproteinas, mostrando sua baixa posi¢do na hierarquia de sintese
das selenoproteinas quando o suprimento de selénio é marginal. O gene que codifica esta
enzima esta localizado no cromossomo 3, na regido 3p21.3 (HOLBEN, 1999; BROWN, 2001;
KRYUKOV, 2003; LEI, 2007; SCHOMBURG, 2009).

A glutationa peroxidase gastrointestinal (GPx2) tem uma fungdo antioxidante
importante no colon, protegendo essa regido dos danos causados pela oxidacdo de
hidroperoxidos de lipidios. Ela é expressa no figado, bem como em todo o trato
gastrointestinal. Foi observado que os niveis de RNAm da GPx2 permanece estavel durante a
deficiéncia de selénio in vitro em culturas de hepatdcitos e, desta forma, supde—se que o estado
nutricional relativo ao selénio néo afeta a transcri¢do deste gene, colocando —a em uma posi¢ao
mais elevada na hierarquia na sintese de selenoproteinas. O gene desta proteina esta localizado
no cromossomo 14, regido 14g24.1 e contém 2 exons e 1 intron (WINGLER, 1999; BROWN,
2001; KRYUKOV, 2003).

A glutationa peroxidase plasméatica (GPx3) é uma glicoproteina com funcdo
extracelular, sendo expressa principalmente em células epiteliais dos tibulos proximais do rim
(BRIGELIUS-FLOHE, 1999; IMAI, 2003). O gene desta proteina esta localizado no
cromossomo 5, regido 5q33.1(KRYUKOV, 2003). Jacobson et al, (2006), mostraram que a
concentracdo de GPx plasmatica esta moderadamente associado com a concentracdo de selénio
no plasma, e fumantes tém niveis menores da enzima quando comparado com individuos ndo
fumantes.

A hidroperoxido de fosfolipideo glutationa peroxidase (GPx4) tem 3 isoformas as quais
direcionam a enzima para o ndcleo, mitocondria e citossol, sendo diferente das outras

glutationa peroxidases por diversos fatores. Esta € uma proteina menor do que as outras e seu
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tamanho reduzido implica na possibilidade de reagir com lipidios nas membranas celulares. A
GPx4 ndo se restringe a usar apenas a glutationa como substrato, usando também varios tipos
de hidroperdxidos, como de fosfolipidios, inclusive aqueles obtidos do colesterol e de ésteres
de colesterol. No que concerne a sua distribuicdo tecidual, verifica-se que esta é expressa em
todos os tecidos, principalmente nos testiculos, e por isso é considerada importante para
fertilidade masculina. A GPx4 também participa da regulacdo da biossintese de leucotrienos: a
sintese de leucotrienos depende da ativacdo de enzimas como a 5-lipoxigenase, ativada por
hidroperoxidos de acidos graxos, e ocorre na membrana nuclear, e assim, a isoforma nuclear da
GPx4 pode ser critica na quantidade de hidroperdxidos disponiveis para a ativacdo da 5-
lipoxigenase. O gene desta enzima estd localizado no cromossomo 19, regido, 19p13.3
(BRIGELIUS-FLOHE, 1999; VILLETTE et al., 2002; IMAI, 2003; KRYUKOV, 2003;
SAVASKAN, 2007, THOMAS, 1990).

A SePP foi a segunda selenoproteina descoberta. Ela é encontrada nos fluidos
extracelulares, principalmente no plasma, e atualmente é um dos biomarcadores mais sensiveis
do status de selénio, transportando de 50% a 70% do selénio plasmaético. Diferentemente das
outras selenoproteinas, a SePP contém 10 residuos de Sec e é expressa principalmente no
figado, coracdo, rins e testiculos. Sua funcdo bioquimica ainda permanece desconhecida, mas
estudos recentes mostram um papel antioxidante no meio extracelular, uma vez que a SePP
pode reduzir hidroperoxidos de fosfolipidios assim como a GPx4, porém cem vezes mais
lentamente. Portanto, pode-se atribuir a ela duas fungfes basicas: de transporte e de protecdo
antioxidante (BURK, 1994; FLOHE, 1999; HOLBEN, 1999; SAITO, 1999; TUJEBAJEVA,
2000; BURK, 2005; BECKETT, 2005; HESKETH, 2008).

Outras selenoproteinas importantes sdo IDI e TR. A primeira tem um papel importante
no metabolismo dos hormdnios tireoidianos, na conversdo do preé-hormonio tetraiodotironina,
mais conhecida como tiroxina (T4) em triiodotironina (T3), a forma biologicamente ativa do

hormonio. A maior parte desta conversdo é catalizada pela IDI-1. Existem outros dois tipos de

Donadio, J.L.S., 2011.



REVISAO DA LITERATURA 19

IDI’s, agindo em orgdos como o figado e o cérebro, cuja principal funcdo é manter a
homeostase dos hormonios tireoidianos tanto nos 6rgdos quanto no plasma (FLOHE, 2000;
BROWN, 2001). A segunda, TR, tem a tioredoxina como substrato e usa NADPH como co-
fator. Este forte sistema antioxidante participa de diversas funcdes, tais como: sinalizagéo
celular, regulagédo do crescimento e controle da apoptose. A tioredoxina estimula o crescimento
celular normal e canceroso, e dessa maneira, um controle da atividade desta enzima poderia
ajudar a combater algumas formas de cancer (BROWN, 2001; BECKETT, 2005).

Todas as selenoproteinas supracitadas necessitam de Sec incorporada na sua estrutura.
O mecanismo molecular de sintese das selenoproteinas envolve uma estrutura celular
complexa, com diversas estruturas envolvidas. Basicamente, a incorporacdo da Sec nas
proteinas envolve a recodificacdo do cddon UGA, o qual normalmente finaliza a tradugéo
protéica (LOW, 1996; LOW et al., 2000). Na maioria dos RNAs mensageiros, o codon UGA
sinaliza o término da sintese protéica, porém, nas selenoproteinas, este codon teve de ser
recodificado, a fim de inserir o aminoacido Sec e, dessa forma, incorporar o selénio nas
proteinas. Assim, esta recodificacdo implica na presenca de um elemento de insercdo de Sec,
chamado SECIS ( Sec Insertion Sequence ou Sequéncia de Insercdo de Sec), localizada na
regido 3’ ndo-traduzida ( 3’- UTR). Na maioria dos casos, a Sec esta localizada no sitio ativo
da enzima com funcgéo antioxidante (HESKETH, 2008).

Além deste elemento de insercdo, a sintese das selenoproteinas ainda necessita de um
RNA transportador especifico para selenocisteina (RNAt [Ser]Sec), sintetizado a partir do
selenido com a ajuda da enzima selenofosfato sintetase (SPS 2).

Selenido—————— selenofostato——>RNAtSec
(SPS2) (Sec sintetase)

Outras proteinas de ligacdo de RNA ainda sdo necessarias para recodificar o cédon

UGA, como a Proteina de Ligacdo de SECIS, SBP 2 (SECIS Binding Protein), a qual liga o

SECIS na estrutura da regido 3" UTR, e se liga a um fator de alongamento chamado EFsec,

Donadio, J.L.S., 2011.



REVISAO DA LITERATURA 20

especifico para selenocisteina, que compete com a proteina ribossomal L30 pela ligacdo no
SECIS. Dessa maneira, para 0 selénio da dieta ser incorporado nas selenoproteinas, varias
etapas sdo necessarias: sintese do RNAt-Sec a partir do selenido, transporte do Se do figado
para os tecidos-alvo e incorporacdo do Se nas selenoproteinas dependente de SECIS (LOW et
al., 2000; COPELAND et al., 2001; HESKETH, 2008).

A regulagdo da sintese de selenoproteinas é dependente dos tecidos estudados, da
selenoproteina especifica e do género dos individuos. Ndo ha uma regra geral na regulagdo de
uma mesma selenoproteina em diferentes tecidos. Primeiramente, a concentracéo de selénio é
varidvel nos tecidos, e cada um controla a expressao de selenoproteinas conforme o selénio
disponivel. Em uma condi¢do de deficiéncia, o status de selénio no cérebro e O6rgéos
enddcrinos, como a tiredide por exemplo, € mantido, ocorrendo uma redugdo nas quantidades
do mineral, nos rins, plasma e na atividade da GPx1. Em ratos, ocorre uma queda na
fertilidade masculina em resposta a uma dieta deficiente em selénio, e foi observado que as
fémeas tendem a reter mais o mineral nos 6rgaos. Estudos em ratos knock-out para os genes da
GPx4 e TR demonstraram a essencialidade destas selenoproteinas a vida, uma vez que 0s
animais neste modelo experimental ndo conseguiram sobreviver. Neste contexto, foi proposto
uma diferenca na classificacdo das selenoproteinas: a GPx4 e TR seriam selenoproteinas
housekeeping (controle) e a GPx1, 2, 3 e SePP seriam selenoproteinas relacionadas a resposta
ao estresse (SCHOMBURG, 2009). A deficiéncia de selénio ndo afeta as selenoproteinas da
mesma maneira. Alguns trabalhos mostram que a TR1 é mais sensivel a deplecdo de selénio do
que a TR2; em células do colon de ratos, a deficiéncia de selénio alterou bastante a expresséo
de GPx1, mas ndo de GPx2. A GPx4 e a GPx2 sdo menos sensiveis as alteracdes na
disponibilidade de selénio, o que faz com que elas tenham preferéncia na sintese quando o
suprimento do mineral é limitante. Em ratos deficientes em selénio, a atividade da IDI caiu
90% no figado, mas aumentou na tiredide; a expressdo de TR1 caiu mais no figado do que nos

rins, e a atividade da GPx4 caiu no figado e no coracdo, porém se manteve na tiredide

Donadio, J.L.S., 2011.



REVISAO DA LITERATURA 21

(HESKETH, 2008). Estes dados mostram que a expressao génica e a atividade das enzimas no
figado sdo os primeiros a serem afetados em uma situacdo onde ha pouco selénio disponivel.

A deficiéncia de selénio em humanos é restrita a determinadas regides nas quais o solo
é pobre no mineral e a alimentacdo da populagdo é baseada no consumo local (PAPP, 2007).
Ela aparece quando a ingestdo é abaixo de 11ug/d. As manifestagdes clinicas da deficiéncia de
selénio, conhecidas como Doenca de Keshan e Doenca de Kashin-Beck, sdo observadas
principalmente na populacdo residente na provincia de Sichuan, na China, entretanto outras
regides da China, Asia e Africa também registraram casos da doenca. A Doenca de Keshan é
uma cardiomiopatia cujos sinais clinicos incluem degeneracdo dos musculos, cardiomegalia,
isquemia do miocardio e edema pulmonar . A doenca de Kashin-Beck € uma osteoartropatia
nas cartilagens em crescimento levando a um prejuizo no desenvolvimento dsseo. Ela afeta
principalmente criancas e adolescentes com idade entre 5 e 13 anos, sendo registrada na China,
Ruassia e Israel. A doenca de Kashin-Beck provoca deformidade e alargamento das
articulacbes, com degeneracdo e necrose da cartilagem hialina do osso, levando a baixa
estatura em seus portadores (GONZAGA, 2009; XIA, 2005; XIONG, 2010).

Relatos da intoxicacdo por selénio foram observados em Enshi, a oeste de Shangai, na
China, nos anos de 1961 e 1964, devido ao consumo de milho com manchas de coloracgéo pink
as quais foram identificadas como sendo pontos de concentracdo de selénio elementar. Os
sinais de toxicidade ocorrem quando a ingestdo € superior a 800 ug/d, sendo os érgdos mais
afetados: unhas, cabelos, dentes, pele, sistema nervoso e trato gastrintestinal .Os primeiros
sinais clinicos sdo a perda de cabelo e das unhas (YANG, 1983; GONZAGA, 2009;).

As principais fontes de selénio séo gréos integrais, carnes e pescados, destacando-se a
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa, familia Lecythidaceae) como a melhor fonte do
mineral. Trabalhos brasileiros indicam concentracfes variando de 23 a 290 ug por unidade de

castanha (ROCHA, 2009; STOCKLER-PINTO, 2009). Ferreira, et al, 2002, analisaram
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diversas fontes de selénio na dieta da populacdo brasileira, comprovando que alimentos como
feijao preto, ovos, pescados, carnes e graos integrais sao boas fontes do mineral.

Diversos estudos véem destacando a castanha-do-brasil como uma excelente fonte do
mineral e sua possibilidade em contribuir para melhorar o estado nutricional relativo ao selénio
de diversas populagcdes no mundo. Trabalhos brasileiros mostram resultados indo na mesma
direcdo, ou seja, a suplementacdo com castanha-do-brasil melhora o estado nutricional de
diferentes populagdes. Coutinho, 2003 observou apés a suplementacdo de adultos capoeiristas,
um aumento dos marcadores Se plasmatico de 78,96ug/L para 150ug/L, Se eritrocitério de
118,44 ug/L para 228,98 ug/L e Atividade da GPx de 27,3 U/g Hb para 68,5 U/g Hb. Em uma
populagdo de mulheres idosas, a suplementacdo com castanha-do-brasil aumentou o Se
plasmético de 73,0ug/L para 109ug/L, Se eritrocitario de 45,0 ug/L para 148,0 ug/L (BEHR,
2004). O estado nutricional relativo ao selénio de mulheres adultas obesas também foi
melhorado apds a suplementacdo com castanha-do-brasil, conforme mostram os dados do
trabalho de Cominetti, 2009. A autora observou um aumento de 55,7 ug/L paral32,5 ug/L no
Se plasmaético, para o Se eritrocitario os valores de 60,5 ug/L para 205,9 ug/L e a atividade da
GPx foi de 36,6 U/g Hb para 53,6 U/g Hb. Em pacientes realizando hemodidlise, esse aumento
também foi muito significativo para o Se plasmético e eritrocitario. Os valores antes da
suplementacdo eram de 18,8 ug/L para Se plasmatico e 72,4 ug/L para Se eritrocitario, e apés a
suplementacdo com castanha-do-brasil, os valores subiram para 104 ug/L e 244,1 ug/L ,
respectivamente (STOCKLER-PINTO, 2009)

Em trabalhos internacionais, a maioria dos estudos s&o conduzidos utilizando
suplementos na forma inorgénica, principalmente na forma de selenito de sddio. Entretanto, um
estudo utilizando castanha-do-brasil e selenometionina como fonte de aproximadamente 100ug
de selénio em voluntarios na Nova Zelandia, mostrou que a castanha é mais eficiente do que a
selenometionina em aumentar a concentracdo de parametros bioguimicos, como o Se

plasmaético e atividade da GPx eritrocitaria (THOMPSON, 2008).
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A recomendacao de ingestdo do mineral, proposta pelo Institute of Medicine dos EUA,
é baseada na quantidade de selénio necesséria para levar a atividade da GPx no plasma ao seu
nivel maximo. Ainda ndo hd um consenso na comunidade cientifica se este é o melhor
pardmetro bioquimico, uma vez que outros biomarcadores como Se plasmatico, atividade da
GPx eritrocitaria sdo bem sensiveis ao selénio da dieta, ou se a atividade maxima da enzima é
necessaria para uma saide otima (DUFFIELD, 1999). Entretanto, no Brasil as referéncias
utilizadas para ingestéo de nutrientes sdo as propostas pelo IOM. A recomendacéo para adultos

é de 45ug e 55ug considerando EAR e RDA, respectivamente (IOM, 2005).

2.2 Era Pés-Genoma e polimorfismos

A descoberta da estrutura dupla hélice do DNA, em 1953, por James Watson e Francis
Crick alterou profundamente o foco das pesquisas cientificas. A partir desta descoberta foi
possivel propor o sequenciamento completo do genoma humano, em 1985. Entretanto, somente
em 1990, o Projeto Genoma Humano foi iniciado oficialmente nos Estados Unidos, com a
duracdo de 15 anos, tendo como principais paises envolvidos EUA, Franca, Inglaterra e Japéo.
O maior objetivo do projeto era compilar uma lista de todos os genes conhecidos e suas
proteinas codificadas, servindo de base para pesquisas biomédicas (VENTER et al., 2001;
LANDER et al., 2001).

Venter e colaboradores em 2001, comecaram a mostrar os resultados deste imenso
trabalho. O tamanho do genoma é de 2.66 Gpb sem gaps; existe aproximadamente 54% de
bases A e T, e, 38% de bases C e G; o total de genes descobertos somam aproximadamente
30.000 ( bem menos do que os 50.000 a 100.000 genes estimados); genes com funcao
conhecida somam 26.383; genes com funcdo desconhecida somam 12.809; 0 cromossomo com
maior quantidade de genes € 0 19; os cromossomos com menor quantidade de genes sdo 0 13 e

0 Y; polimorfismos somam 1 a cada 1250 pb. As funcdes moleculares mais frequentes sao
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relativas a: fatores de transcricdo, metabolismo de acidos nucléicos, receptores, quinases e
hidrolases.

Posteriormente ao sequenciamento do genoma humano, dados comparativos dos
genomas surgiram e diversas mutagdes foram descobertas. Os polimorfismos aparecem como
consequéncia de mutacGes, e as diferentes classificagdes sdo definidas dependendo da mutacao
original. A categoria mais béasica de polimorfismo € originada de uma mutacdo simples,
modificando um nucleotideo por outro, e foi chamada de SNP, do inglés “single nucleotide
polymorphism”, ou polimorfismo de nucleotideo unico. Anteriormente, esse tipo de
polimorfismo era definido com base na técnica usada em sua identificacdo: “restriction
fragment lenght polymorfism”, RFLP, onde enzimas de restricdo eram usadas para distinguir os
diferentes alelos, hidrolizando o DNA e resultando em fragmentos de tamanhos diferentes,
vistos por eletroforese (SCHORK, et al, 2000). Neste caso, o alelo de interesse tem um sitio de
reconhecimento para uma certa endonuclease e o outro ndo, e por isso sdo formados
fragmentos de tamanhos diferentes, possiveis de se visualizar na eletroforese (PASTERNAK,
2005).

Outros tipos de polimorfismos resultam de insercdo ou delecdo de pedacos de DNA. O
tipo mais comum de polimorfismo de insercdo/delecdo é o de bases repetidas e padrdo de
nucleotideos repetidos em uma regido do DNA. O padrdo de nucleotideos repetidos é
conhecido como VNTRs, “Variable Number of Tandem Repeats” ou minisatélites, e o de bases
repetidas, que podem ser duas, trés ou quatro bases, ¢ chamado de STRs, “ Simple Tandem
Repeats” ou microsatélites (SCHORK, et al, 2000).

Os SNPs sdo alteragfes em uma base do DNA onde o alelo menos frequente (variante)
ocorre em 1% ou mais de individuos normais em uma populacdo. Estima-se que a frequéncia
de ocorréncia dos SNPs seja de 1 a cada 1000 pares de bases, e portanto, é a variacdo mais
frequente entre os individuos (BROKES, 1999). Os SNPs podem estar localizados em Vvérias

regides do gene: promotora, codificadora (éxons) e ndo codificadora (regido 5° ndo-traduzida

Donadio, J.L.S., 2011.



REVISAO DA LITERATURA 25

no comegco do gene, introns no meio do gene, e 3" ndo-traduzida no final do gene) e
dependendo da regido onde ocorrem podem interferir mais no fenétipo (SYVANEN, 2001).
SNPs na regido promotora e codificadora tém maior probabilidade de modificar o
funcionamento do gene e consequentemente da proteina formada. Se estes polimorfismos
ocorrerem em genes que codificam enzimas antioxidantes, por exemplo, podem aumentar o
risco para DCNT, como doenca cardiovascular e diabetes mellitus (WANG, 2001;
KAUWELL, 2005).

Entretanto, a maioria dos SNPs esta nas regides nao-codificadoras dos genes e por isso
ndo causam alteracdes do fendtipo, ou seja, ndo causam mudangas observaveis nos individuos.
Dessa forma, estes SNPs sdo utilizados como marcadores em genética de populacBes
(SYVANEN, 2001). Muitos SNPs estdo sendo catalogados em grande escala (por exemplo,
pelo consorcio internacional HapMap Project) e mapeados para uso na identificacdo de genes
que contribuem com a incidéncia de doencas. A relacdo entre incidéncia de doencas, genética
de populacbes e SNP esté estruturada no conceito de haplétipos e desequilibrio de ligacdo ou
LD (Linkage Disequilibrium). Hapl6tipos sdo combinac6es especificas de alelos de um mesmo
gene que ocorrem em uma populagdo. A maioria dos SNPs surgiu por uma mutagao ocorrida
em um locus do cromossomo h& muitos anos e essa regido com seus alelos vizinhos, ou este
haplotipo, tende a se manter intacto ao longo das geragdes. Nesta situacdo, na qual o novo alelo
e outros polimorfismos vizinhos tendem a ser herdados juntos, define-se um forte desequilibrio
de ligagdo (GABRIEL, 2002; BROOKES, 1999). Sendo assim, se neste haplétipo estiver um
alelo para uma doenca, e houver um forte desequilibrio de ligacdo, a identificacdo de apenas
um SNP no grupo de alelos é suficiente como preditor da existéncia dos outros, e portanto do
risco para a doenga (PASTERNAK, 2005).

Um elevado ndmero de mutacBes ndo apresenta consequéncias funcionais por
diferentes motivos: por ocorrerem nos introns, por ndo causarem alteracdo de aminoacido na

sequéncia da proteina ou porque a modificacdo de aminoéacido ndo tem efeito, nem funcao.
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Consequentemente, o maior desafio da atualidade é identificar polimorfismos que em conjunto
ou isoladamente alterem o metabolismo e a funcdo das proteinas. Em relacdo as
selenoproteinas, polimorfismos na regido codificadora do gene (non-synonymous SNP, nsSNP)
e na regido 3’UTR podem, respectivamente: alterar o aminoacido na traducdo da proteina
(RAMENSKY et al, 2002) e alterar a incorporacdo do selénio nas proteinas e, por isso, seu
estudo € de fundamental importancia (HESKETH, 2008).

Os nsSNP tendem a ser prioridade na identificacdo de polimorfismos com
consequéncias funcionais, uma vez que podem alterar a sequéncia de aminoacidos da proteina
e, consequentemente, alterar sua funcdo bioldgica. lida et al. 2009, identificaram 11 nsSNP nos
4 genes da glutationa peroxidase. Destes, o mais importante foi o Prol98Leu da GPx1
(rs1050450), por ser o Unico polimdrfico nos trés grupos étnicos genotipados. Diversos estudos
sugerem a associacdo deste polimorfismo com o aumento do risco de alguns tipos de canceres,
como de pulmdo (MOSCOW et al, 1994) e de mama (RAVN-HAREN et al, 2006), e também
a sua relacdo com a defesa antioxidante do endotélio (HAMANASHI et al, 2004). SNPs na
regido codificadora do gene da GPx1 também podem estar relacionados com maior risco para
aterosclerose (IIDA et al, 2009). Em um trabalho realizado com homens fumantes na
Finlandia, os genétipos CT e TT estavam associados com um risco 80% e 130% maior de
cancer no pulmdo do que o gendtipo CC, respectivamente (RATNASINGLE, 2000).

Contudo, os dados investigando a relacdo entre o polimorfismo Pro198Leu no risco
para alguns tipos de canceres, ainda sdo controversos. Em um estudo em pacientes com cancer
de mama, 0s autores ndo encontraram associa¢do entre o genotipo variante e 0 aumento do
risco para o cancer (AHN, 2005). Em outro trabalho, o alelo variante foi associado com menor
risco para cancer de prostata (ARSOVA-SARAFINOSKA, 2009). Em um estudo conduzido na
Dinamarca, a variante T foi associada com menor risco para cancer de pulméo. Entre as
mulheres, o gendtipo variante TT foi associado com um risco 65% menor de cancer de pulmé&o

(RAASCHOU-NIELSEN, 2006).
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Hamanashi et al, 2004 estudaram a relacdo entre quatro polimorfismos na GPx1 e
maior risco para desenvolvimento de aterosclerose em japoneses com diabetes mellitus tipo 1.
Eles observaram que os quatro polimorfismos estudados (rs1050450, rs3811699, rs1800668 e
Ala5/Ala6) estavam em um forte desequilibrio de ligacdo, ou seja, faziam parte do mesmo
haplétipo e por isso, empregaram o SNP Pro198Leu como marcador clinico. O espessamento
da intima média das carotidas e a prevaléncia de doenca cardiovascular e de doenca vascular
periférica foi significativamente maior nos pacientes com gendétipo Pro/Leu do que no grupo
Pro/Pro, indicando que a presenca do alelo para leucina leva ao aumento do risco de
aterosclerose. Além disso, em estudo in vitro verificou-se que a presenca de dois
polimorfismos na regido codificadora do gene da GPx1 diminui 40% a atividade desta enzima,
e a combinagdo de outros dois (rs3811699 e rs1800668) diminui a transcricdo em 25%.
Portanto, esses polimorfismos na GPx1 podem ser fatores de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose em individuos japoneses com diabetes mellitus tipo 1.

As alteracOes na sequéncia de aminoacidos decorrentes da presenca de polimorfismos
podem prejuducar a funcdo das protéinas, alterando os sitios de interacdo, solubilidade e
estabilidade da proteina. Uma maneira de descobrir se as alteracdes sdo prejudiciais seria
utilizar softwares de predicdo de funcdo baseado na estrutura protéica, como o PolyPhen,

disponivel online pela Universidade de Harvard (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/). Este

software utiliza o nimero da proteina da base de dados UniProt (http://www.uniprot.org/), a

posicdo onde ocorre a troca dos aminoédcidos e 0s respectivos aminoacidos trocados para
predizer se a alteracdo é prejudicial ou ndo. Maiores detalhes sobre o software podem ser lidos
em Ramensky et al, 2002.

Um numero limitado de estudos avaliaram polimorfismos na regido 3’'UTR nos genes
da GPx que poderiam ter consequéncias funcionais. Um polimorfismo C/T foi encontrado na
regido 3’UTR do gene da GPX4 (rs713041) na posic¢do 718, préximo ao elemento SECIS. Os

estudos com este SNP ainda sdo escassos e 0s resultados inconclusivos. Villette, et al, 2002,
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observou que o alelo C é mais frequente em pacientes com cancer colo-retal, e estimula a
atividade da enzima 5-lipoxigenase (5-LOX), sendo que as concentra¢des de metabdlitos da 5" -
lipoxigenase foram maiores no genétipo CC quando comparados com 0s genoétipos CT e TT,
comprovando a participacdo da GPx4 no metabolismo de leucotrienos. Em contrapartida, em
outro estudo de associagdo entre o polimorfismo e risco para cancer de colon, o genétipo TT
esteve associado a um menor risco deste tipo de cancer (BERMANO et al., 2007). Méplan, et
al, 2008, observou que este SNP também afetou a resposta a suplementacdo de Se em
individuos saudaveis: a atividade da GPx4 no genétipo TT reduziu significativamente no
washout (periodo pds-suplementacdo). Além disso, mulheres com o gendétipo TT apresentaram
concentragOes inferiores de GPx1 (linfdcitos) antes e ap06s a suplementacdo, ocorrendo uma
diminuicdo significativa da atividade da GPx1 duas semanas apds o término da suplementacao.
Assim, este estudo mostrou a influéncia do genétipo em um biomarcador do estado nutricional
relativo ao selénio, no caso a atividade da GPx1, em mulheres saudaveis apds a suplementagédo

(HESKETH, 2008).

Todavia, a maioria dos trabalhos investigando a relagdo entre os SNPs nos genes da
enzima GPx com a salde sdo conduzidos avaliando o risco para o desenvolvimento de doencas
como cancer de pulméo, de mama, de prostata, diabetes, DCV. Poucos estudos sdo conduzidos
em populacdo saudavel, investigando como os SNPs podem afetar os biomarcadores do estado
nutricional relativo ao selénio, como Se plasmatico, Se eritrocitario e atividade da GPx.
Portanto, com base nos dados da literatura levantada, o presente trabalho se propbe a
investigar a relagdo entre polimorfismos nos genes da glutationa peroxidase e biomarcadores

do estado nutricional relativo ao selénio em populacdo adulta de Sdo Paulo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:
e Avaliagdo da relacdo entre polimorfismos nos genes da enzima GPx e biomarcadores

do estado nutricional relativo ao selénio em populacdo adulta de S&o Paulo.

3.2 Especificos:

e Determinar o estado nutricional relativo ao selénio de individuos adultos;

e Auvaliar a ingestdo alimentar de selénio de individuos adultos;

e Determinar cinco polimorfismos no gene que codifica a GPx1, dois polimorfismos no
gene da GPx2, um polimorfismo no gene da GPx3 e um polimorfismo no gene da

GPx4;

Donadio, J.L.S., 2011.



METODOLOGIA 30

4 METODOLOGIA

4.1 Selecdo da populagdo e fluxograma

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob o protocolo CEP/FCF/524, conforme anexo.

A populacdo para o estudo foi de individuos saudaveis, de ambos 0s géneros, com
idade de 20 a 50 anos, selecionada na Universidade de S&o Paulo. Para escolher os
participantes, cartazes foram espalhados em diferentes locais da Universidade nos meses de
marco e abril de 2010. Os critérios de inclusdo foram: 1) ndo ingerir suplementos vitaminicos e
minerais; 2) ndo tomar antiinflamatorios; 3) ndo ser atleta de elite, 4) ndo consumir alcool
cronicamente e 5) ndo apresentar doencas hepaticas, cardiovasculares, diabetes mellitus e
cancer.

Aos voluntarios que estavam dentro destes critérios foram entregues os documentos, 0s
quais constavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o Questionario de
Informagdes Pessoais, uma Orientacdo sobre como preencher os registros alimentares e a
planilha para preencher os registros.Os formularios foram entregues aos interessados para
serem preenchidos e devolvidos no dia da coleta do material bioldgico. As atividades

realizadas durante o projeto podem ser visualizadas no fluxograma abaixo.
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Elaboracéo do Projeto de Pesquisa

Comité de Etica
Divulgacao da Pesquisa

Selecéo dos voluntarios

Coleta do material biologico — Antropometria — Consumo Alimentar

Atividade da GPx eritrocitaria

Selénio no plasma

Sangue
Selénio no eritrocito
_ Determinacéo dos 9 SNPs
Extracdo do DNA gendmico »  nos 4 genes da GPx
—p  ANntropometria Peso, Estatura, IMC

ﬁ

Registros Alimentares = ==

. Avaliacdo da ingestdo de nutrientes
de 3 dias

Avaliacdo da adequacdo da ingestdo de selénio

Fluxograma das atividades previstas durante a realizacdo do projeto.
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4.2 Coleta do material bioldgico

As coletas do material bioldgico foram realizadas nos meses de marco, abril e julho de
2010, no Laboratorio de Nutricdo e Minerais do Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Foi solicitado que todos os
voluntarios realizassem jejum de 10h a 12h, e comparecessem ao laboratorio entre 8h e 11h da
manha.

As amostras foram coletadas utilizando seringas de 20 mL e agulhas descartaveis. Foram
coletados 15mL de sangue, para andlise de Se no plasma, eritrocito, atividade da GPx e
genotipagem. Apos a coleta, 0 material foi imediatamente processado em centrifuga refrigerada,
modelo 5804-R (Eppendorf) para separacao do plasma e eritrécitos.

O material biologico foi coletado em tubos com anticoagulante EDTA para anéalise de
selénio. Uma aliquota de 1,5mL do sangue total foi separada em microtubos autoclavados para a
posterior extracdo do DNA gendmico para analise dos polimorfismos. O restante do material
bioldgico foi transferido para tubos Falcon de 15 mL para a separacdo do plasma e eritrocito. O
sangue total foi centrifugado primeiramente a 1157 x g por 15 minutos a 4°C para separagdo do
plasma. Ao eritrocito foi adicionado 5 mL de solucéo salina a 0,9% e centrifugado a 3700 x g por
10 minutos a 4°C, sendo este procedimento realizado trés vezes. Apos a total separacdo do
material, as amostras foram devidamente transferidas para microtubos de 2,0mL e armazenados
em freezer -80°C. Todo o material necessario foi previamente desmineralizado em solugdo de
acido nitrico 20%, por no minimo 12 horas e enxaguado 10x em &gua nanopura, para controle de

contaminagdo por minerais.
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4.3 Biomarcadores do estado nutricional relativo ao selénio

43.1 Atividade da GPx eritrocitiria

A determinacgdo da atividade da GPx foi realizada no eritrocito com o auxilio de Kkits
comerciais (Ransel 505 — RANDOX Laboratories, Crumlin/UK) adaptados para 0 uso em
analisador bioguimico automatico (Labmax 240, Labtest). O método se baseia na oxidacdo da
glutationa reduzida por um hidroperdxido, catalisada pela GPx. Na presenca da enzima e do
cofator NADPH, a glutationa oxidada é imediatamente convertida a forma reduzida com a
oxidacao concomitante do NADPH em NADH™ (PAGLIA e VALENTINE, 1967).

Adicionou-se 50 pL de eritrdcitos a tubos previamente identificados e em seguida 1mL de
diluente. Apds 5 minutos foi adicionado 1mL da solucdo de Drabkin. A leitura da absorbancia foi
feita em até 20 minutos. O valor da absorbancia foi multiplicado pela diluicdo e corrigido pelo
valor de hemoglobina.

A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi determinada para que o resultado final
fosse expresso em unidades de enzima por grama de hemoglobina (U/g Hb), considerando os

valores de referéncia do fabricante.

43.2 Avaliacio do consumo alimentar

O consumo alimentar dos participantes foi avaliado por meio de trés registros alimentares,
nos quais foram anotados todos os alimentos consumidos em dois dias na semana ndo consecutivos
escolhidos pelo participante, representando sua dieta habitual, e um no final de semana. Os
registros foram digitados no software AVANUTRI, com inclusdo de dados da concentracdo de

selénio em alimentos brasileiros realizada por Ferreira et al, 2002.
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Os valores de ingestdo dos macronutrientes e de selénio foram comparados com os valores
de referéncia propostos pelo 10M, 2005. Para o selénio foi utilizado a EAR como padrdo de
referéncia de ingestdo de grupos, de 45 ug . E para macronutrientes foram utilizados os percentuais
em relacdo ao valor energético total, de 45 a 65% para carboidratos, 10 a 35% para proteinas e 20 a

35% para lipidios.

433 Determinacio do selénio no plasma e eritrécitos

Uma pequena quantidade de plasma (250-400 uL) e eritrocitos (200 — 400 uL) foi transferida
para tubos de pirex, de 30cm com a adi¢do de 5mL de &cido nitrico. Os tubos foram colocados em
bloco digestor, com temperatura inicial de 50°C, aumentando gradativamente até 150°C no
maximo. Apos total digestdo do material organico, foi adicionado 5 mL de &cido cloridrico a 1,2N,
para a redugdo do Se VI para o Se 1V, com aquecimento a 100°C durante 2h . Finalmente, as
amostras foram diluidas em baldo volumétrico de 25mL com &gua ultrapura e submetidas a leitura
por espectrometria de absorcdo atémica por geracdo de hidretos acoplados a cela de quartzo

(HGQTAAS). Os resultados foram expressos em pg/L. ( GONZAGA, 2002).

4.4 Selecdo dos polimorfismos nos genes da enzima glutationa peroxidase (GPx)

Para a selecdo dos polimorfismos, primeiramente foi pesquisado na base de dados UniProt

(http://www.uniprot.org/) o codigo dos quatro genes que codificam a enzima glutationa

peroxidase. Posteriormente, os polimorfismos presentes em cada um dos genes da glutationa
peroxidase (GPx1, GPx2, GPx3 e GPx4) foram obtidos na base de dados dbSNP do site do
National Institute for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Apds essa

primeira busca foram estabelecidos limites para selecionar apenas os non-synonymous SNPs indo
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no item <Limits> e selecionando na op¢do <Organism>, ‘homo sapiens’ € na op¢do <Function

Class>, ‘coding nonsynonymous’.

Apos ter realizado este procedimento para os quatro genes, cada SNP foi observado para
avaliar a alteracdo de aminoacidos na proteina, observando no item <Gene View> Function>
Protein> Residue Change. Nesta etapa, foram anotados a posicdo da troca de aminoacidos e 0s
aminoacidos trocados para posterior analise no programa de predicdo de consequéncias funcionais
a partir da estrutura da proteina, o PolyPhen. Os que tiveram alteracdes de aminoacidos foram
analisados no referido programa. Se apds analise a alteragdo tivesse sido considerada ‘damaging’,
0 SNP foi incluido no estudo.

Os polimorfismos selecionados por este método foram: rs1050450, rs4991448, rs8179169,
rs17881652, rs17880492, rs8177445. Além disso, o0 rs3811699 e o rs8100668 também foram
incluidos por fazerem parte do mesmo hapl6tipo que o rs1050450, totalizando 8 nsSNPs. Além
desses nsSNPs, um SNP na regido 3’'UTR do gene da GPx4 (rs713041) também foi incluido por
ser bem citado na literatura e possivelmente ter consequéncias funcionais. As informacgoes

completas dos polimorfismos pode ser vista na Tabela s.

4.5 Determinagdo dos polimorfismos nos genes da glutationa peroxidase

A genotipagem da populacdo do estudo foi feita por PCR em Tempo Real com primers e
sondas especificas para cada SNP. Os ensaios foram diluidos de 40x para 20x utilizando tamp&o
TE 1X, pH 8,0. Foi adicionado 187uL do tampédo em cada tubo, e estocado 12 aliquotas de 31,3uL

em tubos de 0,2mL . As aliquotas foram congeladas em freezer — 20°C.
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Tabela 5 Lista dos polimorfismos selecionados para o estudo.

cédigono SNP cédon bases aminoacidos

Genes UniProt selecionados trocado trocadas trocados

GPX1 Po07203 rs1050450 ccc/crc C679T Pro(P) 198 Leu(L)
rs4991448 CTA/CCA  T97C Leu (L) 6 Pro(P)
rs8179169 CGG/CCG  Go4C Arg(R) 5 Pro(P)
rs3811699 * G-602A *
rs1800668 * T2C *

GPX2 P18283 rs17881652  CCT/CTT C464T Pro(P) 126 Leu(L)
rs17880492 CGC/TGC  (C523T Arg(R) 146 Cys(C)

GPX3 P22352 rs8177445 TIT/CTT T599C Phe(F) 128 Leu(L)

GPX4 P36969 rs713041 3'UTR C714T *

* = sem troca

4.6 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foram utilizados os programas Statistica versdo 8 , SPSS versdo
17 e Excel 2007. As variaveis quantitativas foram expressas como média, desvio padréo,
coeficiente de variacdo e coeficiente de correlacdo. A normalidade dos dados foi testada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, os dados referentes aos genétipos dos SNPs nos genes
da enzima glutationa peroxidase foram agrupados. Foi realizado o teste Analise de Variancia
(ANOVA - One Way) para testar se a média das varidveis bioquimicas ¢ a mesma para 0s
diferentes grupos, ou seja, testar a hipotese nula de igualdade das médias. Se a hipdtese nula foi
rejeitada, realizou —se 0 pos teste de Duncan ou intervalos maltiplos de Tukey, considerando um
nivel de significancia de 5%, para definir onde as diferencas estatisticamente significantes
ocorreram. Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram calculados para estabelecer possiveis
relacdes entre as variaveis bioquimicas sem e com os diferentes genotipos. Os dados referentes a
ingestdo de selénio foram ajustados pela energia segundo meétodo residual proposto por Willet,
1998, para eliminar o viés da variagdo do consumo energético. Primeiramente, foi testada a

normalidade do dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A seguir, a correlagao entre os valores

Donadio, J.L.S., 2011.



METODOLOGIA 37

de selénio e a energia foi calculada e se deu positivo os ajuste foi feito. Posteriormente, foi feita a
regressao linear tendo como variavel independente a energia e como dependente o selénio. Foram
calculados os valores do Nutriente Estimado, Residual, Constante e Ajustado. Por fim, foram
calculadas as médias e desvio-padrao da variavel ajustada.

A prevaléncia de inadequacdo da ingestdo foi feita pelo método do ponto de corte pela
EAR (BEATON, 1994). Primeiramente os dados foram testados quanto a normalidade. Se os
resultado ndo cairam dentro da distribuicdo normal, os célculos foram realizados transformando a
variavel em seu logaritmo natural . As variabilidades total, intra e interindividuais foram
calculadas pelo teste One-Way Anova e a variabilidade intraindividual foi removida. A seguir foi
feito o calculo do nutriente ajustado e com a sua média e desvio padréo , foi calculado o valor de
“z”, que corresponde em uma tabela de distribuicdo normal a uma determinada probabilidade, no

caso , probabilidade de inadequacéo de ingestdo do nutriente.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da populacdao

Foram coletadas amostras de 124 voluntarios no total. Para todos foram entregues o0s
documentos e destes, 94 voluntarios responderam. Os dados a seguir sdo referentes ao
Questionario de informacGes pessoais. Da populacdo do estudo, 66% sao do sexo feminino, a faixa
etaria mais representativa foi de 25 a 29 anos, com uma média de idade de 28,7anos, e 69,1%
estavam dentro da faixa saudavel para o peso, segundo o calculo do indice de Massa Corporal,
IMC. Neste grupo, os homens tiveram uma tendéncia maior a ter sobrepeso, quando comparados
com as mulheres (x* = 12,14; p< 0,05). Para a variavel escolaridade, a 55% possuem nivel
superior, 0 que esta coerente com a faixa etaria mais representativa do grupo de 20 a 29 anos e as
faixas de renda mais citadas foram de 2 a 5 SM seguida de 6 a 11SM. A ocorréncia de DCNT na
familia foi citada por 78,% , e as doengas mais citadas foram Cancer (20,27%), Doenca
Cardiovascular (13,51%), Diabetes Mellitus 11 (8,11%). Mais da metade dos participantes
(52,13%) afirmou ser de origem européia, seguida por sul americanos (12,77%) e europeus + sul

americanos (17,02%).

5.2 Avaliagdo do consumo alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada pelo método do registro alimentar de 3
dias. Os registros foram digitados no software Avanutri Revolution. Este programa possui diversas
bases de dados, e para este trabalho optou-se como preferencial a base da Tabela de Composic¢éo
de Alimentos da Unicamp, a TACO, versdo 2. Como nesta tabela ndo ha valores de selénio, estes

dados foram obtidos de um artigo cientifico que realizou esta analise em diversos alimentos
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consumidos pela populacéo brasileira (FERREIRA, 2002). Foi tomado esse cuidado na escolha das
tabelas para obter um dado préximo a realidade brasileira.

A tabela 2 mostra as médias obtidas para o consumo de macronutrientes e de selénio
calculados pelo Avanutri. Os valores de ingestdo de selénio foram ajustados pela energia pois as
variaveis apresentaram correlacdo positiva. A prevaléncia de inadequacdo da ingestdo de selénio

foi de 57%.

Tabela 6 Distribui¢ao de macronutrientes e selénio obtidas por registros alimentares de 3 dias, Sao
Paulo, 2011.

energia carboidratos  proteinas lipidios Selénio*
(kca)  (%doVET)  (%doVET)  (%doVET)  (ug/d)
média 1834,34 51,60 18,68 29,80 41,19
V. min 873,62 36,91 10,55 10,93 7,60
V. max 3563,27 77,69 33,04 42,38 428,07
d.p. 459,78 7,31 4,03 5,77 49,20
DRI, 2005. 45 a 65% 10 a@ 35% 20 a 35% 45 ug

*Valor ajustado pela energia.
VET: Valor Energético Total. DRI: Dietary Recommendance Intake.

A ingestdo dos macronutrientes foi comparada com a recomendacéo estipulada pelas DRI,
2005. A mostra o consumo dos macronutrientes em relacdo a porcentagem do valor energético
total (VET). Em relagio ao consumo de carboidratos, 14,7% estava com a ingestéo abaixo de 45%
do VET, e somente 3,2% estava acima de 65%, e a grande maioria (82,1%) apresentou valores
dentro do recomendado. Para proteinas, todos estavam dentro da faixa recomendada de 15 a 35%
do VET, e em relacdo aos lipidios 5,3% estava ingerindo abaixo de 20% do VET, 78,9% estava

dentro da recomendacéo e 15,8% estava acima dos 35% do VET.
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Figura 2 Distribuicao de macronutrientes em relacdo a porcentagem do VET obtida através de registros
alimentares de 3 dias, S3o Paulo, 2011.

5.3 Biomarcadores do estado nutricional relativo ao selénio

A tabela 3 mostra os valores obtidos para os marcadores bioquimicos relacionados ao selénio.
As médias obtidas para as concentraces de selénio tanto no plasma (54,13ug/L) quanto no
eritrocito (56,14ug/L) estdo bem abaixo do que € esperado para uma populacdo saudavel.
Analisando os dados referentes ao consumo alimentar, era esperado que esses valores fossem ficar
baixos, uma vez que o selénio ingerido reflete nos parametros bioquimicos relacionados a este
mineral. Entretanto, estatisticamente, ndo foi observada uma correlacédo significativa entre esses

valores.

Donadio, J.L.S., 2011.



RESULTADOS 41

Tabela 7 Distribuicao dos biomarcadores* relacionados ao selénio, Sdo Paulo, 2011.

Se Plasma Se Eritrocito  Atividade GPx

(ug/L) (ug/L) (U/gHb)
média 54,13 56,14 40,15
V. min 17,87 11,65 7,92
V. max 129,65 293,24 84,84
d.p. 22,54 44,44 17,56

*: valores e referéncia: Se plasma: 60 a 120ug/L (VanDael e Deelstra, 1993), Se eritrdcito : 90 a 190 ug/L( Ortufio, 1997) e Atividade da GPx (23 a

76 U/ gHb).
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Figura 3 Concentragao de Se no plasma, Se no eritrdcito e atividade da enzima glutationa peroxidase,
Sao Paulo, 2011.

A média geral encontrada para as concentracdes de selénio no plasma foi 54,13ug/L.
Utilizando a recomendacdo proposta por VanDael e Deelstra (1993), de 60 a 120 ug/L,
aproximadamente 71% da populacdo do estudo estava abaixo da referéncia, 26% estavam dentro

da faixa de normalidade, e apenas 3% estavam com valores de selénio acima de 120 pg/L. Deve—
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se destacar que ndo ha valores de referéncia mundiais para o selénio plasmatico, e estas
porcentagens seriam diferentes se valores propostos de outros trabalhos fossem utilizados.
Para o selénio no eritrécito a média encontrada foi de 56,17ug/L. Utilizando valores de 90
a 190 pg/L propostos por Ortufio, 1997, 90% dos voluntarios estariam abaixo de 90ug, 9%
estariam dentro da faixa proposta e apenas 3% estaria com concentracdo de selénio no eritrocito
acima de 190ug/L.
A abaixo mostra os graficos de dispersdo entre as variaveis Se no plasma, Se no eritrocito
e atividade da GPx. N&o foi observada nenhuma correlacdo entre a atividade da enzima e ambos os
biomarcadores de selénio, entretanto foi observada uma correlagdo moderadamente positiva entre
0 selénio no plasma e no eritrocito (r = 0,604), indicando que existe uma relacdo entre essas

variaveis.

itrocit Se plasma x Se eritrdcito Se plasma x GPx
GPx x Se Eritrdcito Correlation: r = ,60463 Se plasma = 43,057 + 27585 * GPX

Correlation: r = 22676 Correlation: r = 21495

GPx.
Se plasma
Se plasma.

0 50 100 150 200 250 300 350 0 10 20 30 40 50 60 70 80 %0
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Figura 4 Graficos de dispersao para concentragao de Se no plasma, Se no eritrdcito e atividade da
enzima glutationa peroxidase, Sdo Paulo, 2011.

Resultados interessantes apareceram quando o género dos voluntarios foi levado em
consideracdo: as concentracdes de selénio no plasma foram muito parecidas para ambos 0s géneros
(F=54,21ug/L; M = 54,01ug/L), as concentracdes de selénio no eritrocito foram aparentemente
maiores para 0s homens (59,44ug/L) do que para as mulheres (54,02ug/L) , mas ndo houve
nenhuma diferenca estatistica. Contudo, foi observada uma diferenca estatistica importante na

média da atividade da enzima GPx entre os géneros onde a média da atividade da GPx foi maior
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para as mulheres (F = 43,5 U/gHb e M = 34,84 U/gHb, p<0,05), conforme pode ser visto na figura

5 a sequir:

70,00 -+
60,00 -
50,00 -+ *
40,00 -
30,00 M feminino
20,00 - i masculino
10,00 -
0,00 , .
Se Plasma (ug/L)  Se Eritrécito (ug/L) Atividade GPX
(Ug/Hb)

Figura 5 Médias das concentrag¢Ges de Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx, separadas entre os géneros,
Sao Paulo, 2011.

5.4 Polimorfismos nos genes que codificam a enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A tabela 4 mostra as frequéncias para os diferentes gendtipos nos SNPs escolhidos no presente
estudo. O Gnico SNP que ndo pode ser determinado por problemas técnicos foi o da GPx1, rs1800668. E
possivel perceber que em alguns SNPs, as frequéncias ndo seguiram o equilibrio de Hardy-Weinberg, com
100% do grupo com o mesmo genotipo, como no Leu6Pro, Argl46Cys e no Phel28Leu, 100% dos
voluntérios com gendtipo variante, o que pouco provavel, ou ainda SNPs com apenas dois gen6tipos, como
0 Arg5Pro e 0 Prol26Leu. Mesmo assim, para 0s que tiveram no minimo dois genotipos, foi calculada a

diferenca das médias e as correlagdes pertinentes, como é mostrado nos proximos itens.
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Tabela 8 Frequencias dos gendtipos para os diferentes SNPs nos genes da GPx, Sdo Paulo, 2011.

SNPs Gendtipo n (%)
cC 61(49%)
GPx1-Pro198Leu (rs1050450) T 59 (47%)
T 4 (3%)
GG 40 (32%)
GPx1- ArgsPro (rs8179169) GC 84 (68%)
CC 0]
GG 60 (48%)
GPx1-G-602A (rs3811699) GA 47 (47%)
AA 5 (4%)
TT 0
GPx1- Leu6Pro (rs4991448) TC 124 (100%)
CcC 0
T 117 (94%)
GPx2-Pro126Leu (rs17881652) TC 7 (6%)
CcC o]
cC 124 (100%)
GPx2-Arg146Cys (rs17880492) T 0
1T 0
TT 0
GPx3-Phe128Leu (rs8177445) TC 0
CC 124 (100%)
cC 46 (37%)
GPx4 - C718T (rs713041) CT 55 (44%)
T 23 (18)

541 GPx1 - Prol198Leu, Arg5Pro e G-602A

As fregiiéncias dos genotipos para 0s SNP no gene da GPx1 Prol98Leu (rs1040450)
Arg5Pro (rs8179169)e G-602A (rs3811699) e as médias das varidveis bioguimicas encontradas
separadas pelos genotipos estdo apresentadas na tabela 4 . Para o Pro198Leu, ndo foi observada
nenhuma diferenca estatistica significativa entre essas médias, apesar do grafico de médias nos
diferentes genotipos mostrar uma tendéncia de reducdo das concentracdes de selénio no plasma e
eritrocito no gendtipo TT variante (Leu/Leu), 0 mesmo ndo ocorrendo para a atividade da GPx,
onde ha um aparente aumento da média neste genétipo (figura 6A). Para o Arg5Pro, ndo foi
observada nenhuma amostra com o genotipo variante. Foi encontradauma diferenca significativa
entre as médias das variaveis Se eritrocito e atividade da GPx nos diferentes genotipos (p<0,05)
(figura 6B). Considerando o G-602A, nédo foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa

nestes valores, apesar do grafico de médias dos diferentes gendtipos mostrarem uma tendéncia de
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reducdo para as variaveis Se plasma e Se eritrécito no genoétipo variante AA (figura 6C), cujo
padrdo é semelhante ao Pro198Leu. Importante relembrar que um dos motivos de se ter incluido
este SNP no estudo foi o fato de ele estar no mesmo haplétipo que o SNP Pro198Leu (rs1050450),
fato que foi comprovado em nossos resultados, onde as pessoas com genoétipo variante para 0 SNP
rs3811699 também eram polimdrficas para o Pro198Leu. Além disso, este SNP é o Unico do

estudo na regido promotora do gene, localizado a -602 bases do inicio da regido codificadora.

Tabela 9 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs Pro198Leu, ArgsPro e G-602A no gene da GPx1, Sao Paulo, 2011.

Se Plasma Se Eritrocito Atividade GPX
SNPs Gendtipo n(%
PO (uglL) (uglL) (Ug/Hb) (%)
GPx1 - Protg8Leu cC 54,09 55,74 39,45 61 (47f)
cT 54,84 57,30 40,63 59 (49%)
(rs1050450) ki
s 44,31 45,08 43,90 4 (3%)
GPx1- Arg5Pro GG 52,53 69,15 44,82 40 (32%)
(rs8179169) GC 54,90 50,10 37,93 84 (68%)
GPX1 - G603A GG 55,07 56,89 56,89 60 (48%)
(rs3811699) GA 54,02 55,88 55,88 47 (47%)
AA 44,24 50,42 50,42 5 (4%)

HG/GLG/C

*

80 B)
60 ]_‘
HCC ’_‘

40
MCT
20
MTT
Se Plasma Se Eritrocito Atividade 0
(ug/L) (ug/L) GPX Se Plasma (ug/L) Se Eritrécito  Atividade GPX
(Ug/Hb) (ug/L) (Ug/Hb)

H GG
HGA
i AA

Se Plasma Se Eritrocito  Atividade
(ug/L) (ug/L)  GPX(Ug/Hb)

Figura 6 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs (A)Pro198Leu, (B) ArgsPro e (C)G-602A no gene da GPx1, Sdo Paulo, 2011.
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As correlacdes entre as varidveis foram investigadas em relagcdo aos diferentes gendtipos e

para o Pro198Leu, foi observada uma correlacdo positiva para 0 Se no plasma e Se no eritrdcito

nos gendtipos CC (r = 0,6604, p<0,05) e CT (r = 0,5506, p<0,05), ndo havendo correlacdo dessas

variaveis no genotipo TT (figura 7A). Esses dados mostram que a correlacdo vai ficando mais

fraca na presenca de pelo menos um alelo variante T (Leu).Em relacdo ao Arg5Pro,foi observada

uma correlacdo mais forte ( r=0,76, p<0,05) no gendtipo GG (Arg/Arg) de referéncia quando

comparada com a dos heterozigotos GC (Arg/Pro) ( r=0,58, p<0,05) (figura 7B). Para 0 G-602A

foi encontrada uma correlacdo moderadamente positiva nos genotipos GG (r=0,6593, p<0,05) e no

gendtipo GA a correlagdo foi um pouco mais fraca (r=0,5573, p<0,05), e esses valores foram

parecidos com os do Prol98Leu. Para o gendtipo variante AA nao foi observada nenhuma

correlacgdo estatisticamente significativa, como mostram os graficos da figura 7C.
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Figura 7 Graficos de dispersdo das varidveis Se plasma e Se eritrécito separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs (A)Pro198Leu, (B)G-602A e (C) Arg5Pro no gene da GPx1, Sdo Paulo, 2011.
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Para as varidveis Se eritrécito e atividade da GPx, houve uma correlagdo fraca nos
heterozigotos para o Prol98Leu (r = 0,3873, p<0,05) e no G-602A (r=0,4032, p<0,05) para o

gendtipo heterozigoto GA (figura 8).
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Figura 8 Graficos de dispersao das varidveis atividade da GPx e Se eritrdcito separadas entre os
diferentes gendtipos para os SNPs (A)Pro198Leu e (B)G-602A no gene da GPx1, Sdo Paulo, 2011.

Para investigar se 0 género poderia influenciar o comportamento das variaveis entre 0s
diferentes gendtipos, os dados foram analisados levando em conta esta variavel também, e os
resultados podem ser vistos na tabela 5. Em relagcdo ao Pro198Leu, foram encontradas diferengas
estatisticas importantes nos valores da atividade da GPx dos diferentes gendétipos entre os dois
género e também dentro do mesmo género. A média da atividade da GPx no gendtipo TT
(Leu/Leu) é menor que a média dos genotipos CC (Pro/Pro) e CT (Pro/Leu) nas mulheres
(ANOVA, pos teste de Duncan p<0,05). Além disso, a média da atividade da enzima no gendtipo
variante TT (Leu/Leu) é diferente entre os géneros: nas mulheres € menor do que nos homens
(ANOVA, poés teste de Duncan p<0,05), situacdo oposta foi observada para o genotipo de
referéncia CC, onde a média da atividade da enzima foi maior para as mulheres (ANOVA, pds

teste de Tukey p<0,05) (figura 10A).
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Considerando o Arg5Pro, houve uma diferenca estatistica nas médias da atividade da GPx
entre 0s genotipos e os géneros, como pode ser melhor visualizado na figura 9B. Em ambos os
gendtipos, a média da atividade da GPx nas mulheres foi maior do que nos homens. E somente
para as mulheres, a média do genétipo GG de referéncia foi maior do que a média dos
heterozigotos GC (ANOVA, pos hoc de Duncan, p<0,05). Nos homens, ndo houve diferenca entre
0s gendtipos. Em relagdo ao G-602A, foi observado um comportamento semelhante aos dados
obtidos no SNP Pro198Leu, onde a média da atividade da GPx no gendtipo variante AA é menor
que a média dos genotipos GG e GA nas mulheres (ANOVA, pos teste de Duncan p<0,05). Além
disso, a média da atividade da enzima no gendtipo variante AA ¢ diferente entre os géneros: nas
mulheres € menor do que nos homens (ANOVA,p6s teste de Duncan p<0,05), situacdo oposta foi
observada para o gendtipo de referéncia GG, onde a média da atividade da enzima é maior para as
mulheres (ANOVA, pos hoc Duncan p<0,05) (figura 9C).

Tabela 10 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes

géneros e gendtipos para os SNPs (A)Pro198Leu, (B)G-602A e (C) Arg5Pro no gene da GPx1, Sdo Paulo,
2011.

Se Plasma Se Eritrdcito Atividade GPX

SNPs Género Gendtipo n(%
PO (gl (ugl) (UglHb) ()
C 53,59 57,29 45,90 37 (30%)
Feminino cT 55,33 51,64 41,87 38 (31%)
GPx1-
,61 27,21 16, 1(1%
Pro198Leu il 34 ’/ EE ( 2
(rs1050450) de 54,85 53,42 29,50 24 (19%)
Masculino cT 53,97 67,54 38,37 21 (17%)
T 47,54 51,04 53,01 3 (2%)
o GG 49,61 68,98 50,38 22 (18%)
GPx1 - Feminino .
GC 56,09 48,21 40,70 54 (44%)
Args5Pro 5 6 3 .
(rs8179169)  Masculin GG 56,11 9,35 38,04 18 (15%)
GC 52,75 53,50 32,93 30 (24%)
GG 54,65 58,55 47,24 38 (31%)
Feminino GA 54,57 49,63 40,91 36 (29%)
GPX1-G-602A AA 39,29 49,49 19,07 2 (2%)
(rs3811699) GG 55,79 53,15 47,54 22 (18%)
Masculino GA 54,09 65,67 51,04 23 (19%)
AA 29,66 37,44 53,01 3(2%)
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Figura 9 Média da atividade da GPx separada entre os diferentes géneros e gendtipos para os SNPs
(A)Pro198Leu, (B) ArgsPro e (C) G-602A no gene da GPx1, Sdo Paulo, 2011.

Ao analisar as correlacBes entre variaveis Se plasma e Se eritrdcito, segundo 0s géneros e
os diferentes gendtipos para os 3 SNPs, resultados interessantes foram observados. Para o
Pro198Leu (figura 10A), a correlacdo foi mais forte nas mulheres no genétipo CC (Pro/Pro) de
referéncia (r=0,66, p< 0,05) do que no heterozigoto CT (Pro/Leu) (r= 0,36, p<0,05). Ja para 0s
homens ocorreu o opsto: a correlacdo foi mais forte nos heterozigotos CT (Pro/Leu) (r= 0,76,
p<0,05) do que no gendtipo CC (Pro/Pro) de referéncia (r=0,68, p< 0,05). . No Arg5Pro (figura
10B), houve uma correlagdo mais forte no genétipo GG em ambos os géneros. Para o G-
602A(figura 10C), as correlacGes também foram mais fortes nos homens: no genétipo GG de
referéncia o valor de r foi de r= 0,68 e no heterozigoto GA de r= 0,76. Nas mulheres s6 houve

correlacdo no gendtipo de referéncia GG de r= 0,65. Neste SNP, assim como no Pro198Leu, a
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Se erit

correlagdo nos homens foi maior para os heterozigotos. No geral, as correlagbes entre essas
variaveis foram mais fortes nos homens do que nas mulheres, e entre as mulheres, foram mais
fortes nos gendtipos homozigotos de referéncia.

Para as variaveis Se eritrocito e atividade da GPx as correlagcdes apareceram somente no G-

602A, onde foi observada uma correlacdo moderada somente para 0s homens com genotipo GA

(r=0,56, p<0,05).
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Figura 10 Graficos de dispersao das varidveis Se plasma e Se eritrdcito separadas entre os géneros e
gendtipos para os SNPs Pro198Leu(A), ArgsPro (B) e G-602A (C) no gene da GPx1, Sdo Paulo, 2011.
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542 GPx2 e GPx4 : Prol26Leue C718T

A tabela 7 mostra os valores das médias das varidveis Se plasma, Se
eritrécito e atividade da GPx separadas pelos diferentes genétipos do SNP Prol126Leu no gene da
GPx2 (rs17881652) e C718T no gene da GPx4 (rs713041). Para o Pro126Leu, ndo foi observada
nenhuma amostra com o gendtipo variante CC. Entretanto, foi observada uma diferenca estatistica
significativa nas médias das varidveis Se plasma e Se eritrocito nos dois gendtipos encontrados,
com uma tendéncia de aumento desses valores nos heterozigotos, como mostram as figura. No
C718T, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica nestes valores, apesar do grafico de barras

mostrar uma tendéncia de diferenca para as variaveis entre os diferentes gendtipos.

Tabela 11 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs Pro126Leu e C718T, S3o Paulo, 2011.

Se Plasma Se Eritrdcito Atividade GPX

SNPs Gendtipo (uglL) (uglL) (Ug/Hb) n (%)
GPx2-Pro126Leu T 53,05 54,78 40,65 117 (94%)
(rs17881652) TC 72,19 78,63 31,75 7 (6%)
8 6(37%
GPx4 - CHET cc 58,27 52,97 37,89 46 (37%)
(rs713041) T 52,33 60,06 42,34 55 (44%)
T 50,15 52,97 39,44 23 (18%)
A) * HCC MCT MTT

100 * ET/T ET/C
80
60
40
20
0

SePlasma  Se Eritrécito  Atividade GPX Se Plasma (ug/L)  Se Eritrdcito At|V|dadebGPX
(ug/L) (ug/L) (Ug/Hb) (ug/L) (Ug/Hb)

Figura 11 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs Pro126Leu e C718T, S3o Paulo, 2011.
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A figura 12 mostra as correlagdes entre as variaveis Se plasma e Se eritrocito nos diferentes
gendtipos do SNP Prol26Leu e C718T . Para o Prol26Leu (figura 12A), encontrou-se uma
correlagdo positiva moderada nos homozigotos TT de referéncia (r=0,58, p<0,05) e para 0s
heterozigotos a correlacdo foi bem mais forte ((r=0,96, p<0,05). No C718T no gene da GPx4
(figura 12B), encontrou-se uma correlacdo positiva entre o selénio no plasma e no eritrocito no
gendtipo CC (r=0,75) e uma correlacdo moderadamente positiva entre o selénio no plasma e no
eritrécito no genétipo CT (r=0,5755), sugerindo uma influéncia deste alelo variante na relacao

entre as variaveis, conforme mostra a figura .
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Figura 12 Graficos de dispersdo entre as varidveis Se plasma e Se eritrdcito nos diferentes gendtipos
para os SNPs Pro126Leu e C718T Sao Paulo, 2011.

Para as variaveis Se eritrdcito e atividade da GPx as correlacGes apareceram somente no
Prol126Leu, onde foi observada uma correlacdo forte nos heterozigotos TC (r=0,8365, p<0,05),

conforme mostra a figura 13.
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Se eritrocito x atividade da GPx
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Figura 13 Graficos de dispersdo entre as varidveis atividade da GPx e Se eritrdcito nos diferentes
genadtipos para o Pro126Leu no gene da GPx2, Sdo Paulo, 2011.

A tabela 13 mostra os mesmos dados das variaveis agora separados também pelo género.
Para o Prol26Leu,, foi encontrada uma diferenca significativa nas médias somente para o Se
plasma, onde a média do Se plasma nas mulheres diferiu entre os genotipos, sendo maior para o
gendtipo TC (ANOVA seguida de Duncan, p<0,05). Outra diferenca importante foi nas médias no
gendtipo CT: a média das mulheres foi maior do que a dos homens (ANOVA seguida de Duncan,
p<0,05) (figura 14). Em relacdo ao C718T no gene da GPx4, ndo foi observada nenhuma

diferenca nas médias das variaveis entre os diferentes géneros e genotipos.
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Tabela 12 Média das varidveis Se plasma, Se eritrdcito e atividade da GPx separadas entre os diferentes
gendtipos para os SNPs Pro126Leu e C718T, Sao Paulo, 2011.

Se Plasma Se Eritrdcito Atividade
SNPs Género Genodtipo n (%
PO (uglt) (ugl)  cpx(ughb) "®
. TT 52,51 52,55 44,03 72 (58%)
Feminino 5
GPx2-Pro126Leu TC 84,82 80,31 34,03 4 (3%)
(rs17881652) . T 53,92 58,32 35,26 45 (36%)
Masculino .
TC 55,35 76,39 28,71 3(2%)
dd 58,34 52,68 42,60 29 (23%)
Feminino cT 53,29 54,67 45,43 33 (27%)
GPx4 - C718T T 47,83 55,39 40,82 14 (11%)
(rs713041) de 58,17 53,47 29,85 17 (14%)
Masculino T 50,90 68,15 37,71 22 (18%)
T 53,76 49,47 37,28 9 (7%)
90 - |
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 = T
TT TC
H feminino I masculino

Figura 14 Médias da varidvel Se plasma separadas entre os géneros e diferentes gendtipos para o SNP
Pro126Leu no gene da GPx2, Sdo Paulo, 2011.

As correlagdes entre as variaveis Se plasma e Se eritrocito levando em consideracdo o
género e 0 genoOtipo foram avaliadas e os resultados podem ser vistos na figura 15. Para o
Prol26Leu (figura 15A), encontrou-se uma correlagdo maior para 0os homens no gendtipo TT
(r=0,6868, p<0,05) do que para as mulheres (r=0,5277, p<0,05). No genotipo TC, houve
correlagdo somente para 0os homens, sendo esta muito alta. (r=0,9986, p<0,05). No C718T no gene

da GPx4 (figura 15B), correlacdes interessantes foram observadas tendo a influéncia do género e
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do gendtipo. Em ambos os géneros houve correlacdo do Se plasmatico e eritrocitario nos genotipos
CC e CT, porem nenhuma correlacdo foi vista no genotipo variante. A diferenca importante foi o
nivel da correlacdo entre homens e mulheres. Para as mulheres, a correlacéo entre o Se no plasma e
no eritrocito para o genotipo CC foi boa (r=0,6994, p<0,05) e esse valor caiu para r=04467 no
gendtipo CT. Ja para os homens, a correlacdo entre essas variaveis foi muito positiva (r= 0,9181,

p<0,05) e também caiu no genodtipo CT (r=0,8059), mas permaneceu maior do que nas mulheres.

Se plasma x Se eritrécito B) Se plasma x Se eritrécito
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Figura 15 Graficos de dispersao das varidveis Se plasma e Se eritrécito separadas entre os géneros e
diferentes gendtipos para os SNPs Pro126Leu (A) e C718T (B), Sdo Paulo, 2011.

Ao estudar as correlacdes entre o Se eritrocitario e a atividade da enzima GPx no C718T, sO
foi observada uma correlacdo quando os dados foram separados entre 0s géneros e os diferentes
genotipos. Ainda assim so foi observado uma correlagdo moderada (r=05570, p<0,05) nos homens

no gendtipo CC.
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6 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi investigar se havia uma relagdo entre a presenca dos
polimorfismos nos genes da enzima GPx e as concentragdes dos biomarcadores do estado
nutricional relativo ao selénio. Pelos resultados apresentados, ha uma relacdo clara entre estes dois
fatores.

Neste trabalho, o consumo alimentar dos participantes foi avaliado pelo Registro
Alimentar de 3 dias, utilizando dados da concentracdo de selénio em alimentos obtidas por
Ferreira, 2002. A média obtida para a ingestdo de selénio foi de 41,19 ug/d, valor este abaixo do
esperado para a ingestdo de uma populagdo adulta saudavel. Um dos fatores que podem explicar
essa média baixa para a ingestdo de selénio nesta populacéo € a falta de dados da concentracéo de
selénio em outros tipos de alimentos brasileiros in natura, como queijos, peixes, carnes e em
alimentos industrializados com biscoitos integrais, pées integrais, granolas, barras de cereais,
possiveis fontes de selénio na dieta dessa populacdo. I1sso mostra a importancia de se avangar e
continuar os estudos para o enriquecimento dos dados de tabelas de composi¢cdo de alimentos
brasileiros, uma vez que elas séo as bases para orientagdes nutricionais fundamentadas e coerentes.

Para individuos saudaveis este valor de 41,19ug/d esta reduzido quando comparados com
dados de outros trabalhos brasileiros. Bortoli (2005) verificou que o consumo de selénio em
vegetarianos foi em média 71,8ug/d para os homens adultos e 55,5ug/d para as mulheres. Maia
(2008), observou no grupo controle de seu estudo com pacientes com distdrbios tireoidianos uma
média de consumo do mineral de 110ug/d para o grupo controle de Séo Paulo, e, 200ug/d para o
grupo controle do Ceara. Essas diferencas tdo grandes provavelmente sdo decorrentes da utilizacao
da tabela norte americana para os calculos, cujos alimentos possuem maior quantidade de selénio.

Boaventura, 1994, encontrou uma ingestao de selénio de 18ug/d para homens e 13,6ug/d
para mulheres estudantes da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. A nossa populacéo foi

e sua maioria estudantes da USP e os valores foram obtidos para ingestdo do mineral foram mais
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que o dobro do obtido por Boaventura. Essas diferencgas sdo decorrentes provavelmente da falta de
dados da concentracdo de selénio nos alimentos naquela época. Coutinho, 1999, ao estudar o
consumo alimentar de adultos praticantes de capoeira encontrou valores parecidos com 0 Nnosso
para as mulheres (42,06ug/d) e um pouco maior para homens (61,35ug/d).

A prevaléncia de inadequacédo da ingestdo de selénio observada foi 57%, e esse valor pode
ser considerado alto, uma vez que o grupo de estudo é de individuos adultos saudaveis, e eles
deveriam ser referéncia para ingestdo do mineral. Este resultado pode servir de argumento para
outros estudos de base populacional, a fim de investigar o status de selénio na populacéo brasileira,
e a criacdo de medidas de educacdo de nutricional para aumentar o consumo de micronutrientes
como um todo, inclusive o de selénio na populagéo.

A avaliacdo do estado do nutricional relativo ao selénio neste trabalho utilizou trés
biomarcadores: as concentracGes do mineral no plasma, eritrécito e atividade da GPx eritrocitaria.
As concentracdes de selénio plasmatico foram de 54,13ug/L, valor abaixo dos propostos por outros
estudos, como ja destacado anteriormente. Deve-se ressaltar que ndo ha valores de referéncia
mundiais para o selénio plasmatico, e estas porcentagens seriam diferentes se valores propostos de
outros trabalhos fossem utilizados. Por exemplo, se valores propostos por Alegria , 1996, fossem
utilizados, 60% dos voluntarios estaria abaixo de 53ug/L, 33% estaria dentro da faixa proposta de
53 a 109ug/L, e somente 7% estaria acima de 109ug/L. As concentracGes de selénio eritrocitario
encontradas, de 56,14ug/L, sdo ainda mais preocupantes, do ponto de vista bioquimico. O selénio
no eritrocito € considerado um biomarcador de médio prazo, indicando o estado nutricional antes
do momento da coleta do material biologico. E como os valores estdo praticamente similares aos
do selénio plasmatico, isso indica que estes voluntarios ja véem com um histérico de deficiéncia
do mineral. Considerando os valores propostos por Ortufio, 1997, 90% da dos participantes estaria
abaixo do valor minimo. Estes resultados indicam que esse valor proposto de 90 a 190ug/L esta

bem elevado para a essa populagdo em especial, e provavelmente, a média das concentracdes de
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selénio eritrocitario para uma populacdo adulta em S&o Paulo ndo chega em valores téo elevados.
Com isso, destaca-se a importancia de mais estudos na populacédo brasileira, em diferentes regides,
para aumentar o conhecimento a respeito do estado nutricional relativo ao selénio em ambito
nacional, e assim, possibilitar a utilizacao de valores propostos por estudos brasileiros.

A atividade da GPx eritrocitaria é referenciada na literatura como um marcador sensivel ao
estado nutricional de selénio, chegando ao platd com 80 a 120ug/L de selénio no plasma (HURST,
2010), dependendo da forma do selénio nos alimentos, uma vez que o metabolismo das formas
organicas e inorganicas € diferente ( FAIRWEATHER — TRAIT, 2010; RAYMAN, 2008). A
deficiéncia de selénio afeta principalmente as selenoproteinas em uma posi¢cdo mais baixa na
hierarquia de sintese de selenoproteinas, como ja comentado anteriormente, e a GPx1 esta nessa
posicdo, sendo uma das primeiras a ter a sua atividade reduzida na deficiéncia do mineral. Como
consequéncia, a ela é uma das primeiras selenoproteinas a responder a um aumento na ingestdo do
mineral, assim como o Se plasmatico. No presente estudo a atividade da GPx de 40,15 U/gHb
estava coerente com os resultados de outros trabalhos com populacdo adulta normal.

Comparando com o estudo de Coutinho (2003) a atividade da GPx (26,87 U/gHb ) foi
inferior a este estudo, porém para os valores de selénio no plasma (78,96ug/L) e no eritrécito (118,
44ug/L) foram maiores, sendo essa diferenca mais acentuada no eritrocito. Bortoli (2009)
encontrou resultados maiores para selénio no plasma (75,4 ug/L) e eritrécito (86,3ug/L) e
semelhantes para atividade da GPx (37,1 U/gHb) em seu grupo controle composto por mulheres
adultas residentes na cidade de S&o Paulo. Maia (2008) observou em seus dois grupos controles,
compostos por adultos nos estados de S&o Paulo e Ceara, valores semelhantes a este estudo
somente para selénio no plasma no grupo controle de S&o Paulo (66,53ug/L). As concentragdes de
selénio no eritrécito (79,96 ug/L) foram bem maiores, assim como nos dois outros estudos. A

atividade da GPx (47,67 U/gHb) foi bem similar ao encontrado neste estudo.
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Xia e colaboradores (2005) avaliaram o status de selénio da populagdo na provincia de
Sichuan, regido deficiente em selénio na qual a doenca de Keshan é endémica. Os resultados
mostraram que a média de selénio no plasma das mulheres foi 21ug/L e dos homens 23,2ug/L,
valores bem abaixo do encontrado no presente estudo (54,13ug/L). Estes resultados indicam que se
comparados com estudos brasileiros de outras populacdes também adultas, os valores dos
marcadores bioquimicos estdo abaixo do minimo esperado, que seria por volta de 60 a 70 ug/L
para plasma e 80 a 100 para o eritrocito (segundo valores propostos citados anteriormente),
entretanto longe de valores que seriam preocupantes do ponto de vista da ocorréncia da Doenca de
Keshan.

Considerando as diferengas encontradas na atividade da GPx entre os géneros, a qual foi
maior para as mulheres, alguns estudos vdo de acordo com nossos resultados. Massafra, 2002,
demonstrou em um estudo com adultos saudaveis que a atividade da GPx eritrocitaria é realmente
maior nas mulheres, e que essas diferencas sdo decorrentes do estrogénio. Foi demostrado em um
estudo com mulheres durante as diferentes fases do ciclo menstrual, que a distribuigdo do selénio
nos compartimentos sanguineos e a atividade da GPx eritrocitaria € maior nas mulheres, uma vez
que o estrogénio aumenta a atividade da enzima. E durante o ciclo menstrual, as concentracdes de
Se plasmatico e a atividade da GPx variam em sincronia com as concentragdes de estrogénio
circulante (HA, 2003). Ademais, em mulheres utilizando contraceptivos orais por muito tempo, a
atividade da GPx eritrocitaria vai aumentando progressivamente (MASSAFRA, 2002).

Estudos avaliando o estado nutricional relativo ao selénio e a relagdo com polimorfismos
nos genes da GPx séo escassos na literatura. Os trabalhos investigando SNPs como o Pro198Leu
sdo mais frequentes, entretanto o objetivo ou é estabelecer a diferenca no risco para alguns tipos de
canceres ou determinar a prevaléncia dos diferentes genotipos nas populacfes, e ndo estabelecer
correlagbes entre os marcadores bioquimicos do estado nutricional relativo ao selénio e o0s

diferentes gendtipos para os polimorfismos, o que dificulta a discussao dos resultados.
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Em relacdo a prevaléncia dos polimorfismos nos genes da GPx na populacdo, 0 mais
estudado é o Pro198Leu. Suzen et al, 2009, sumarizaram as freqiiéncias dos gendtipos e dos alelos
para diferentes popula¢fes do mundo e constataram que na populacdo japonesa e polonesa a
freqliéncia do gendtipo variante TT é praticamente zero; para suecos, americanos, ingleses e
alemédes a frequéncia é de menos de 10%; para afroamericanos, canadenses e dinamarqueses a
freqUiéncia € um pouco mais de 10%, e a maior frequéncia para o genétipo variante foi observada
em turcos e finlandeses, a qual era de 14%. Este trabalho obteve uma freqiiéncia para o gendétipo
variante de apenas 3%, mais baixa do que a frequéncia encontrada para outras populacfes
supracitadas, entretanto, parecida com a frequéncia encontrada para uma populacdo de descentes
de africanos no Brasil (HIRAGI, 2011). No referido trabalho, foi realizada a genotipagem de
varios polimorfismos em enzimas antioxidantes em 3 grupos étnicos diferentes, dentre eles o
Pro198Leu, onde a frequéncia do genoétipo variante foi bem baixa tanto para indigenas quanto para
descentes de africanos, porém na populacdo residente no Distrito Federal, a frequencia ja foi
similar a observada na populacdo americana e canadense, de aproximadamente 10%.

Importante destacar que para populacGes em certas regides da China, onde a doenga de
Keshan é endémica, a frequéncia do genotipo variante é de 21,1%, a mais alta de todas as
populages citadas, o0 que levou os autores a concluir que o gendtipo variante para o polimorfismo
Pro198Leu no gene da GPx1 aumenta o risco para a doenga (CEI, 2010).

lida, 2009, também estudou a frequencia dos SNPs Prol98Leu, Arg5Pro, Prol26Leu,
Argl46Cys e Phel28Leu em japoneses, alemdes e xhosa. Assim como nos outros trabalhos
supracitados, a frequiéncia do genotipo variante Leu/Leu em japoneses para o Pro198 Leu foi zero,
para alemaes foi de 9,9% e para xhosa foi de 12,9%, indicando uma diferenca étnica para a
prevaléncia deste polimorfismo nas populacGes. Para o Arg5Pro, nos trés grupos etnicos
genotipados, 100% eram homozigotos para o alelo de referéncia, diferente dos nossos resultados,

no qual apenas 40% tinham este genotipo. Para o Prol26Leu, nossos resultados foram muito
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parecidos com os da populacdo alema, com aproximadamente 93% homozigotos para o alelo de
referéncia e 7% heterozigotos, japoneses e xhosa eram 100% homozigotos selvagem. Para o
Argl146Cys e Phe128Leu, em ambos os estudos 100% eram homozigotos selvagem. E importante
enfatizar que resultados mais significativos na frequéncia destes polimorfismos seriam obtidos se o
tamanho amostral fosse maior, e as correlacbes seriam mais evidentes se outros biomarcadores
tivessem sido quantificados, como a atividade das enzimas separadamente.

Em relacdo ao SNP no gene da GPx4, localizado na regido 3’UTR, poucos trabalhos
investigaram sua freqiiéncia e a relagdo do mesmo com os biomarcadores do estado nutricional
relativo ao selénio. Entretanto, os trabalhos existentes evidenciam que este polimorfismo tem
consenquencias funcionais (VILLETE, 2002), e que, assim como mostram nossos resultados, o
género influencia o comportamento dos marcadores antes e apds a suplementacdo (MEPLAN,
2008).

Jablonska, 2009, encontrou resultados semelhantes ao presente estudo em relacdo as
diferencas no nivel da correlacdo nos diferentes gendtipos paro o SNP Pro198Leu, entretanto as
variaveis foram Se plasma e atividade da GPx. No genotipo CC (Pro/Pro) a correlacdo foi mais
forte (r=0,44), caindo nos heterozigotos CT (Pro/Leu) (r=0,35) e sendo menor ainda para 0S
homozigotos variantes TT (Leu/Leu) (r=0,25). Esses resultados mostram a importancia de se
avaliar a constituicdo genética dos individuos em estudos utilizando a atividade da enzima como
biomarcador. No presente estudo, a resposta da atividade da enzima mesmo sem nenhum tipo de
intervencdo dietética, é diferente entre os genotipos quando separada pelo género. Nas mulheres, a
atividade da enzima no genotipo variante TT (Leu/Leu) cai muito quando comparada com a
atividade dos homens no mesmo gendtipo, sugerindo uma influéncia significativa do género e do
genotipo para esta variavel. H4 uma tendéncia de queda da atividade da GPx nas mulheres na
presenca do alelo variante T (Leu), que se comporta da seguinte maneira: Pro/Pro> Pro/Leu>

Leu/Leu. Ja nos homens, o comportamento é inverso: a atividade da GPx aumenta na presenca do
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alelo variante T (Leu), que se comporta da seguinte maneira: Leu/Leu> Pro/Leu> Pro/Pro. Apesar
de haver tal tendéncia, a diferenca estatistica s6 foi observada para as mulheres.

As diferencas nas correlagdes entre o Se plasmatico e eritrocitario foram mais marcantes e
significativas quando os voluntarios foram separados pelo género e genotipos. Nas mulheres, para
os cinco SNPs estudados mais profundamente, as correlacdes foram mais fortes nos genotipos de
referéncia; ja para os homens apenas para dois SNPs (Arg5Pro e C718T) isso ocorreu; nos outros
trés (Prol26Leu, G-602A e Prol26Leu) elas foram mais fortes nos heterozigotos. Isso significa
que se o0 Se plasmatico estiver baixo, provavelmente o Se eritrocitario também estara, ainda que
demore, pois a meia vida do eritrécito é de 120 dias, sugerindo uma diferenca na regulacdo do
metabolismo do selénio entre os géneros, dependente do gendtipo.

Os resultados mostrados neste estudo podem servir de evidéncia para destacar a
importancia em saber a constituicdo genética dos individuos nos estudos utilizando as variaveis Se
plasmatico, Se eritrocitério e atividade da GPx, como biomarcadores do estado nutricional relativo
ao selénio, uma vez que os dados séo claros quanto a diferenca existente nas concentragdes médias
das variaveis entre os diferentes genotipos. Outra diferenca que deve ser levada em consideracéo €
0 género. Neste trabalho os valores médios da atividade da GPx foi maior para as mulheres, sem
considerar a diferenca entre os gendtipos. Quando o género e 0 gendtipo para os diferentes SNPs
foram considerados juntos, as diferencas foram ainda mais acentuadas, e correlagcbes antes
inexistentes apareceram. Estudos futuros s@o necessarios para investigar o comportamento de
todos esses fatores em conjunto, diante de uma intervencdo dietética, como no caso de uma
suplementacdo. Portanto, isto indica que provavelmente estas variaveis ndo podem ser analisadas
somente na sua totalidade, e que analises mais profundas, levando em consideracdo o género e 0s
gendtipos, devem ser estimuladas para que o nosso entendimento da relagéo entre a dieta, genotipo

e as variaveis bioguimicas seja aumentado.
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7 CONCLUSOES

e Os dados referentes ao consumo alimentar mostram que a ingestdo de selénio deste
grupo esta baixa, refletindo nas baixas concentracfes observadas para 0s parametros
bioquimicos Se plasmatico e eritrocitario;

e A atividade da enzima GPx apresentou uma diferenca entre os géneros, sendo maior
para as mulheres;

e Os resultados mostram claramente a relacdo fundamental entre as varidveis Se no
plasma e Se no eritrocito, sendo essa relacdo dependente do género e gendtipo dos
individuos;

e Houve uma influéncia importante dos gendtipos para 0s 5 SNPs estudados nas médias
das variaveis bioquimicas, e diferencas adicionais fundamentais foram observadas

quando os dados foram separados pelo género.

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 64

8 BIBLIOGRAFIA

ACHUTTI, A; AZAMBUJA, M.L.R. Doengas Cronicas N&o-Transmissiveis no Brasil:
repercursdes do modelo de atencdo a salde sobre a seguridade social. Ciéncia Saude Colet., v. 9,
n. 4, p. 833-840, 2004.

AHN, J; GAMMON, M.D.; SANTELLA, R.M.; GAUDET, M.M.; BRITTON, JA,
TEITELBAUM, S.L.; TERRY, M.B.; NEUGUT, A.l.; AMBROSONE, C.B. No Association
Between Glutathione Peroxidase Pro198Leu and breast cancer Cancer Epidemiol Biom Prev.,
v.14, n.10, p.2459 — 61, 2005.

ALEGRIA, A; BARBERA, R.; CLEMENTE, G.; FARRE, R.; GARCIA, M.J.; LARGADA, M.J.
Selenium and glutathione peroxidase reference values in whole blood and plasma of a reference
population living in Valencia, Spain. J. Trace Elem. Med. Biol., v.10, p.223-228, 1996.

AL-TAIE, O.H.; UCEYLER, N.; EUBNER, U.; JAKOB, F.; MORK, H.; SCHEURLEN, M.;
BRIGELIUS-FLOHE, R.; SCHOTTKER, K.; ABEL, J.; THALHEIMER, A.; KATZEMBERGER,
T.; ILLERT, B.; MELCHER, R.; KOHRLE, J. Expression Profiling and Genetic Alterations of the
Selenoproteins GI-GPx and SePP in Colorectal

Carcinogenesis. Nutr. Cancer, v. 48, n. 1, p. 6 — 14, 2004.

ARSOVA-SARAFINOVSKA, Z.; MATEVSKA, N.; EKEN, A.; PETROVSKI, D.; BANEV, S,
DZIKOVA, S.; GEORGIEV, V.; SIKOLE, A.; ERDEM, O.; SAYAL, A.; AYDIN, A;
DIMOVSKI, A. J. 2009. GPX1 genetic polymorphism erytrocyte GPX activity and prostate
cancer risk. Int. Urol. Nephrol., v. 41, n.1, p. 63 — 70, 2009.

BERMANO, G.; PAGMANTIDIS, V.; HOLLOWAY, N.; KADRI, S.; MOWAT, N.A.G.; SHIEL,
R.S.; ARTHUR, J.R.; MATHERS, J.C.; DALY, A.K.; BROOM, J.; HESKETH, J.E.Evidence that
a polymorphism within the 3’"UTR of GPX4 is functional and is associated with susceptibility to
colorectal cancer. Genes Nutr., v. 2, n.2, p. 225-232, 2007.

BECKETT, G.J.; ARTHUR, J.R. Selenium and encodrine systems. J. Endocrionol., v.184, p. 455-
465, 2005.

BEHR, C.S. 2004. Efeito de uma dieta enriquecida com castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa,L.) no estado nutricional relativo ao selénio de idosos néo institucionalizados. 2004,
100f. Dissertacdo (Mestrado em Nutrichio Humana Aplicada) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo. S&o Paulo, 2004.

BIANCHII, M.L.P.; ANTUNES, L.M.G. Radicais livres e os principais antioxidantes da dieta.
Rev. Nutr. Camp., v.12, n.2, p. 123-130, 1999.

BLANKENBERG, S.; RUPPRECHT, H.J.; BICKEL, C.; TORZEWSKI, M.; HAFNER, G,
TIRET, L.; SMIEJA, M.; CAMBIEN,F.; MEYER, J.; LACKNER, K.J. GPx1 activity and
cardiovascular events in patients with coronary artery disease. N. Engl. J. Med., v.349, n.17,
p.1605-13, 2003.

BORTOLI, M.C. Avaliacdo dos niveis sanguineos do hormonio tireoidiano ativo (T3) e do
estado nutricional relativo ao selénio de mulheres residentes em area de exposicdo ao

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 65

mercurio. 2009. 130f. Tese de Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
de S&o Paulo. Sdo Paulo, 2009.

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Diretrizes e recomendagdes
para o cuidado integral das DCNT. Brasilia, 2008.

BRIGELIUS-FLOHE, R. Tissue specific regulation of individual glutathione peroxidases. Free
Rad. Biomol. Med., v.27, n.9/10, p.951-965, 1999.

BROOKES, A.J. The essence of SNPs. Gene, v.234, n.2, p. 177-186, 1999.

BROOME, C.S. An increase in selenium intake improves immune function and poliovirus
handling in adults with marginal selenium status. Am J Clin Nutr; v.80, p.154-162, 2004.

BROWN, K.M.; ARTHUR, J.R. Selenium selenoproteins and human health. Public. Health
Nutr., v.4, n.2B, p.593-599, 2001.

BURK, R.F.; HILL, K.E. Selenoprotein P A selenium-rich extracellular glycoprotein. J. Nutr;
v.124, P. 1891 — 1897, 1994,

BURK, R.F.; Hill, K.E.; Motley, A.K. Selenoprotein metabolism and function. J. Nutr; v.133,
p.1517S-1520S, 2003.

BURK, R.F.; HILL, K.E. Selenoprotein P an extracellular protein with unique physical
characteristics and a role in selenium homeostasis. Ann. Rev. Nutr., v. 25, p. 215-235, 2005.

CAl, Q.; SHU, X.; WEN, W.; CHENG, J.; DAI, Q.; GAO, Y.; ZHENG, W. Genetic
polymorphism in the manganese superoxide dismutase gene, antioxidant intake, and breast cancer
risk results from the Shanghai Breast Cancer Study. Breast Cancer Res., v.6, p.647-655, 2004.

CHEN, Y.; SOSNOSKI, D.M.; GANDHI, U.H.; NOVINGER, L.J.; PRABHU, K.S.; MASTRO,
A.M. Selenium modifies the osteoblast inflammatory stress response to bone metastatic breast
cancer. Carcinogenisis, v.30, n.11, p.1941-1948, 2009.

COMINETTI,C. Efeitos da suplementacdo com castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.) sobre o estresse oxidativo em mulheres obesas e sua relagdo com o polimorfismo
Prol98Leu no gene da glutationa peroxidase 1. 2010, 113f. Tese de Doutorado — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Séo Paulo. Sdo Paulo, 2010.

COMINETTI,C.; BORTOLI, M.C.; PURGATTO, E.; ONG, T.P.; MORENO, F.S.; GARRIDO,
A.B.; COZZOLINO, S.M.F. Associations between glutathione peroxidase-1 Prol98Leu
polymorphism, selenium status, and DNA damage levels in obese women after consumption of
Brazil nuts. Nutrition, v. n. , p. 1-6, 2011.

COOPER, M.L.; ADAMI, H.; GRONBERG, H.; WIKLUND, F.; GREEN, F.R.; RAYMAN, M.P.
Interaction between SNPs in selenoprotein P and mitochondrial superoxide dismutase determines
prostate cancer risk. Cancer Res., v. 68, n.24, p.10171-10177, 2008.

COPELAND, P.R.; STEPANIK, V.A.; DRISCOLL, D.M. Insight into mammalian selenocysteine
insertion. Mol. Cell. Biol., v.21, n.5, p.1491-1498, 2001.

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 66

COUTINHO, V.F. Efeito da suplementagdo com castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) no
estado nutricional de praticantes de capoeira em relacdo ao selénio. 2003, 176 p. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo. S&o Paulo, 2003.

DRISCOLL DM, Copeland PR. Mechanism and regulation of selenoprotein synthesis Annu. Rev.
Nutr.; n. 23, p. 17-40, 2003.

DUFFIELD, A.J.; THOMSON, C.D.; HILL, K.E.; WILLIAMS, S. An estimation of selenium
requirements for New Zealanders. Am. J. Clin. Nutr., v.70, p.896-903, 2010.

FAIRWEATHER-TAIT, S.; COLLINGS, R.; HURST, R. Selenium bioavailability: current
knowledge and future research requirements. Am. J. Clin. Nutr., v.91, p.1484S-1491S, 2010.

FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, L.S. Radicais livres, conceitos, doengas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Rev. Ass. Med. Brasil, v. 43, n.1, p. 61-68, 1997.

FERREIRA, K.S.; GOMES, J.C.; BELLATO, C.R.; JORDAO, C.P. Concetracéo de selenio em
alimentos consumidos no Brasil. Rev. Panam. Saude Publ., v. 11, n.3, p. 172-177, 2002.

FISBERG, R.M.; SLATER, B.; MARCHIONI, D.M.L.; MARTINI, L.A. Inquéritos alimentares.
Métodos e bases cientificos. 1% ed. Barueri, Sdo Paulo. Manole, 2005.

FLOHE L et al . Selenium, the element of the moon in life on Earth. IUBMB Life; v.49, p. 411-
420, 2000.

GABRIEL, S.B. The structure of haplotype blocks in the human genome. Science, v. 296 n.5576,
p. 2225-2229, 2002.

GONZAGA, |.B. Avaliacdo nutricional relativa ao selénio de criangas com dieta enriquecida
com castanha-do-brasil (Bertholethia excelsa, L.). 2002, 157f. Tese de Doutorado. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo. Sdo Paulo, 2002.

GONZAGA, 1.B.; MARTENS, A.; COZZOLINO, S.M.F. Selénio. In: COZZOLINO, S.M.F., 3¢
ed. Biodisponibilidade de Nutrientes. Barueri: Manole, 2009. p.

HA, E.J.; SMITH, A.M. Plasma Selenium and Plasma and Erythrocyte Glutathione Peroxidase
Activity Increase with Estrogen. J. Am. Coll. Nutr., v.22, n.1, p. 43-51, 2003.

HALLIWELL, B.; CHIRICO, S. Lipid peroxidation: its mechanism, measurement and
significance. Am. J. Clin. Nutr., v.57(suppl), p. 715S-725S, 1993.

HAMANASHI, T.; FURUTA, H.; KATO, H.; DOI, A.; TAMAI, M.; SHIMOMURA, H,;
SAKAGASHIRA, S.; NISHI, M.; SASAKI, H.; SANKE, T.; NA, K. Functional variants in the
GPX1 gene are associated with increased intima media thicness of carotid arteries ans risk of
macrovascular disease. Diabetes, v.53, n.9, p.2455-2460, 2004.

HESKETH, J. Nutrigenomics and selenium - gene expression patterns, physiological targets and
genetics. Annu. Rev. Nutr., v.28, p.157-177, 2008.

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 67

HIRAGI, C.0.; MIRANDA-VILELA, A.L.; ROCHA D.M.S.; OLIVEIRA, S.F.; HATAGIMA, A;;
KLAUTAU-GUIMARAES, M.N. Superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and
gluthatione S-transferases M1 and T1 gene polymorphisms in three Brazilian population groups
Genet. Mol. Biol., v. 34, n.1, p. 11-18, 2011.

HOLBEN, D.H.; SMITH, A.M. The diverse role of selenium within selenoproteins. JADA, v.99,
n.7, p.836-843, 1999.

HURST,R.; ARMAH, C.H.; DAINTY, J.R.; HART, D.J.; TEUCHER, B.; GOLDSON, A.J,;
BROADLEY, M.R.; MOTLEY, A.K.; FAIRWEATHER-TAIT, S. Establishing optimal selenium
status: results of a randomized, double-blind, placebo-controlled trial. Am. J. Clin. Nutr., v. 91,
p.923-931, 2010.

IIDA, R.; TSUBOTA, E.; YUASA, |.; TAKESHITA, H.; YASUDA, T. Simoultaneous genotyping
of 11 non-synonymous SNPs in the 4 glutathione peroxidase genes using the multiplex-single base
extension method. Clin. Chim. Acta, v.402, n.1-2, p. 79-82, 2009.

IMALI, H.; NAKAGAWA, Y. Biological significance of GPX4 in mammalian cells. Free Rad.
Biomol. Med., v.34, n.2, p.145-169, 2003.

INSTITUTE OF MEDICINE. NATIONAL ACADEMY PRESS. Dietary Reference Intakes for
Energy, Carbohydrate, Fiber, Fat, Fatty Acids, Cholesterol, Protein, and Amino Acids
(Macronutrients). Washington: National Academy Press, 2005. p. 1352 e 1358.

INSTITUTE OF MEDICINE. NATIONAL ACADEMY PRESS. Dietary Reference Intakes for
Vitamin C, vitamin E, selenium, and carotenoids. Washington: National Academy Press, 2005.
p.284-324.

JABLONSKA, E.; GROMADZINSKA, J.; SOBALA, W.; RESZKA, E.; WASOWICZ, W. Lung
cancer risk associated with selenium status is modified in smoking individuals by Sep15
polymorphism. Eur. J. Nutr., v.47, p.47-54.

JABLONSKA, E.; GROMADZINSKA, J.; RESZKA, E.; WASOWICZ, W.; SOBALA, W,
SZESZENIA-DABROWSKA, N.; BOFFETTA, P. 2009. Association between Gpx1 Prol198Leu
polymorphism, Gpx1 activity and plasma selenium concentrations in humans. Eur. J. Nutr., maio,
2009.

JACOBSON, G.A.; NARCOWICZ, C.; TONG, Y.C.; PETERSON, G.M. Plasma GPX by elisa
and relationship to selenium level. Clin. Chim. Acta, v.369, n.1, p.100 — 103, 2006.

KAPUT, J.; RODRIGUEZ, R.L. Nutritional genomics: The next frontier in the post-genomic era.
Phisiol. Genomics, v.16, n.2, p.166-177, 2004.

KAUWELL, G.P.A. Emerging concepts in nutrigenomics: A preview of what is to come. Nutr.
Clin. Pract., v.20, n.1, p.75-87, 2005.

KUZUYA, M.; ANDO, F.; IGUCHI, A.; SHIMOKATA, H. Glutathione peroxidase 1 Pro198Leu
variant contributes to the metabolic syndrome in men in a large Japanese cohort. Am. J. Clin.
Nutr., v. 87, p.1939-1944, 2008.

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 68

KRYUKOQV, G.V.; CASTELLANO, S.; NOVOSELOV, S.V.; LOBANOQV, A.V.; ZEHTAB, O
GUIGO, R.; GLADYSHEV, V.N. Characterization of mammalian selenoproteomes. Science,
v.300, n.5624, p. 1439-1443, 2003.

LANDER, E.S.; LINTON, L.M. ; BIRREN, B.; et al. Initial sequencing and analysis of the human
genome. Nature, v. 409, n.6822, p. 860-921, 2001.

LEI XG, CHENG, W.; MCCLUNG, J.P. Metabolic regulation and function of GPX1. Annu. Rev.
Nutr., v.27, p. 41-61, 2007.

LOW, S.C.; BERRY, M.J. Knowing when not to stop - selenocysteine incorporations in
eukaryotes. Trends Biochem. Sci., v.21, n.6, p. 203-208, 1996.

LOW, S.C.; GRUNDNER-CULEMANN, E.; HARNEY, JW.; BERRY, M.J. SECIS-SBP2
interactions dictate selenocysteine incorporation efficiency and selenoprotein hierarchy. EMBO J.,
v. 19, n. 24, p. 6882-6890, 2000.

McKENZIES, R.C.; RAFFERTY, T.S.; BECKETT, G,J. Selenium an essential element for
immune function. Immunol. Today, v.19, n.8, p.342-345, 1998.

MAIA, C.S.C. O selénio e a glandula tiredide: um estudo em pacientes portadores de
disfuncdes tireoidianas nos estados de Ceara e Sao Paulo. Tese de Doutorado — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo. Sdo Paulo, 2008. 117p.

MASSAFRA, C.; GIOIAD.; DE FELICE, C.; MUSCETTOLA, M.; LONGINI, M,
BUONOCORE, G. Gender related differences in erythrocyte GPx activity in healthy subjects.
Clinical Endocrinol. v.57, p. 663-667, 2002.

MEPLAN, C.; CROSLEY, L.K.; NICOL, F.; HORGAN, G.W.; MATHERS, J.C.; ARTHUR, J.R;
HESKETH, J.E. Functional effects of a common single-nucleotide polymorphism (GPX4c718t) in
the glutathione peroxidase 4 gene: interaction with sex. Am. J. Clin. Nutr., v. 87, n.4, p. 1019-
1027, 2008.

MEPLAN, C.; HUGHES, D.J.; PARDINI, B.; NACCARATI, A.; SOUCEK, P.; VODICKOVA,
L; HLAVATA, I.; VRANA, D.; VODICKA, P.; HESKETH, J.E. 2010. Genetic variants in
selenoprotein genes increase risk of colorectal cancer. Carcinogenesis, v.31, n.6, p.1074-1079,
2010.

MIKHAK, B.; HUNTER, D.J.; SPIEGELMAN, D.; PLATZ, E.A.; WU, K.; ERDMAN, J.W.;
GIOVANNUCCI, E. Manganese superoxide dismutase (MnSOD) gene polymorphism,
interactions with carotenoid levels and prostate cancer risk. Carcinogenesis, v.29, n.12, p.2335-
2340, 2008.

MONTANO, M.AE.; LERA, J.P.B.; GOTTLIEB, M.G.V.; SCHWANKE, C.H.A.; ROCHA,
M.I.LU.M.; MANICA-CATTANI, M.F.; SANTOS, G.F.; CRUZ, I.B.M. Association between
manganese superoxide dismutase (MnSOD) gene polymorphism and elderly obesity. Mol. Cell.
Biochem., v.328, p.33-40, 2009.

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 69

MOSCOW, J.A.; SCHMIDTL, L.; INGRAM, D.T.; GNARRA, J.; JOHSON, B.; COWAN K. H.
Loss of heterozygosity of the human cytosolic gluthatione peroxidase 1 gene in lung cancer.
Carcinogenesis, v. 15, n. 12, p. 2769 — 2773, 1994.

MURPHY, S.P.; POOS, M.I. Dietary Reference Intakes: summary of applications in dietary
assessment. Public Health Nutrition, v.5, n.6a, p.843-849, 2002.

NAKANISHI, S.; YAMANE, K.; OHISHI, W.; NAKASHIMA, R.; YONEDA, M.; NOJIMA, H.;
WATANABE, H.; KOHNO, N. Manganese superoxide dismutase Alal6Val polymorphism is
associated with the development of type 2 diabetes in Japanese-Americans. Diabetes Res. Clin.
Pract., v.81, p.381-385, 2008.

National Institute for Biotechnology Information. dbSNP DataBase. Disponivel em:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Acessado em 15 de julho de 2009.

PAGLIA, D.E.; VALENTINE, W.N. Studies on the quantitative and qualitative characterization of
erythrocyte gluthatione peroxidase J. Lab. Clin. Med., v. 70, p. 158-169, 1967.

PAPP, L.V.; LU, J.; HOLMGREN, A.; KHANNA, K.K. From Selenium to Selenoproteins:
Synthesis, Identity, and Their Role in Human Health. Antiox. Redox Signal., v.9, n.7, p.776-806,
2007.

PASTERNAK, J.J. Genetic and physical mapping of the human genome. In: PASTERNAK, J.J.
An Introduction to Human Molecular Genetics. Canada: Wiley-Liss, 2005. p. 153-187.

PETERS, U.; CHATTERJEE, N.; HAYES, R.B.; SCHOEN, R.E.; WANG, Y.; CHANOCK, S.J;
FOSTER, C.B. Variation in the Selenoenzyme Genes and Risk of Advanced Distal Colorectal
Adenoma. Cancer Epydemiol. Biomark. Prev., v.17, n.5, p.1144-1154, 2008.

PETERS, U.; TAKATA, Y. Selenium and the prevention of prostate and coloretal cancer. Mol.
Nutr. Food Res., v.52, n.11, p.1261-1272, 2008.

PIRES, L.V. Estado nutricional relativo ao zinco e ao selénio de pacientes com Sindrome de
Turner em diferentes fases do desenvolvimento. S&o Paulo, 2008. 102p. Dissertagcdo de
Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo.

PolyPhen: prediction of functional effects of human nsSNPs. Disponivel em:
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/. Acessado em 16 de julho de 2009.

RAASCHOU-NIELSEN, O.; SORENSEN, M.; HANSEN, R.D.; FREDERIKSEN, K
TIJONNELAND, A.; OVERVAD, K.; VOGEL, U. GPx1 Pro198Leu polymorphism, interactions
with smoking and alcohol consumption, and risk for lung cancer. Cancer Letters, v.247, p. 293—
300, 2006.

RAMENSKY, V.; BORK, P.; SUNYAEYV, S. Human non-synonymous SNPs: server and survey.
Nucl. Acids Res., v. 30, n. 17, p. 3894-3900, 2002.

RATNASINGHE, D.; TANGREA, J.A.; ANDERSEN, M.R.; BARRET, M.J.; VIRTAMO, J.;
TAYLOR, P.R.; ALBANES, D. Glutathione peroxidase codon 198 polymorphism variant
increases lung cancer risk. Cancer Res., v.60, p.6381-6383, 2000.

Donadio, J.L.S., 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/

BIBLIOGRAFIA 70

RAVN-HAREN, G.; OLSEN, A.; TIONNELAND, A.; DRAGSTED, L.O.; NEXO, B.A;
WALLIN, H.; OVERVAD, K.; RASCHOU-NIELSENL, O.; VOGEL, U. Associations between
GPX1 Prol98Leu polymorphism, erythrocyte GPX activity, alcohol consumption and breast
cancer risk in a prospective cohort study. Carcinogenesis, v. 27, n. 4, p. 820 — 825, 2006.

RAYMAN MP. The importance of selenium to human health. Lancet; v.356, p.233-241, 2000.
RAYMAN MP. Selenium in cancer prevention. Proc. Nutr. Soc.; v.64, p.527-542, 2005.

RAYMAN, M.P.; INFANTE, H.G.; SARGENT, M. 2008. Food-chain selenium and human health
spotlight on speciation. Br. J. Nutr., v. 100, p.238-253, 2008.

ROCHA, A. V. Estado nutricional relativo ao selénio de criancas residentes em duas
localidades de Ronddnia, Amazonia ocidental. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo.Sdo Paulo, 2009. 114p.

ROTRUCK, J.T.; POPE, AL.; GANTHER, H.E.; et al. Selenium Biochemical role as a
component of glutathione peroxidase. Science; v.179, p. 588-590, 1973.

SAVASKAN, N.E.; UFER, C.; KUHN, H.; BORCHERT, A. Molecular biology of gluthatione
peroxidase 4. from genomic structure to developmental expression and neural function. Biol.
Chem., v. 388, p. 1007 — 1017, 2007.

SCHOMBURG, L.; SCWEIZER, U. Hierarchical regulation of selenoprotein expression and sex-
specific effects of selenium. Bioch. Biophys. Acta, v.1790, p.1453-1462, 2009.

SCHORK, N.J.; FALLIN, D.; LANCHBURY, S. Single nucleotide polymorphisms and the future
of genetic epidemiology. Clin. Genet., v. 58, n.4, p. 250-264, 2000.

STOCKLER-PINTO, M.B. Efeito da suplementacdo com castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa) como fonte de selénio para pacientes em hemodidlise. Dissertacdo de Mestrado —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo. S&o Paulo, 2009. 79p.

SUNDE, R.A. Molecular biology of selenoproteins. Annu. Rev. Nutr.; v.10, p. 451-474, 1990.
SUZEN, H.S.; GUCYENER, E.; SAKALLI, O.; UCKUN, Z.; KOSE, G.; USTEL,D.; DUYDU, Y.
CAT C-262T and GPX1 Pro198Leu polymorphisms in a Turkish population. Mol. Biol. Reprod.,
2009.

SYVANEN, A. Accessing genetic variation: genotyping single nucleotide polymorphisms. Nature
Rev. Genet., v.2, n.12, p.930-942, 2001.

The International SNP Map Working Group. A map of human genome sequence containing 1,42
milion of SNP. Nature, v.409, n.6822, p.928-934, 2001.

The Universal Protein Resource. Disponivel em: http://www.uniprot.org/. Acessado em 16 de
julho de 2009.

Donadio, J.L.S., 2011.


http://www.uniprot.org/

BIBLIOGRAFIA 71

THOMAS, J.P.; MAIORINO, M.; URSINI, F.; GIROTTI, A.W. Protective action of phospolipid
hydroperoxide gluthatione peroxidase against membrane damaging lipid peroxidation. J. Biol.
Chem., v. 265, n. 1, p. 454 — 461, 1990.

THOMPSON, C.D.; CISHOLM, A.; McLACHLAN, S.K.; CAMPBELL, J.M. 2008. Brazil nuts an
effective way to improve selenium status. Am. J. Clin. Nutr., v.87, p.379-384, 2008.

YANG, G.; WANG, S.;: ZHOU, R.: SUN, S. Endemic selenium intoxication of humans in China.
Am. J. Clin. Nutr., v.37, p.872-881, 1983.

VENTER, J.C.; ADAMS, M.D.; MYERS, E.W.; et al. The sequence of the human genome
Science, v. 291, n. 5507, p. 1304-1351, 2001.

VERSIECK, J.; CORNELIS, R. Trace elements in human plasma and serum. Boca Raton :
CRC Press, 1989.

VILLETTE, S. ; KYLE, J.A.M. ; BROWN, K.M. et al. A novel single nucleotide polymorphism in
the 3" UTR of human GPX4 influences lipoxygenase metabolism. Blood Cell. Mol. Dis., v.29, n.2,
p. 174-178, 2002.

VUNTA, H.; DAVIS, F.; PALEMPALLI, U.D.; BHAT, D.; ARNER, R.J.; THOMPSON, J.T ;
PETERSON, D.G.; REDDY, C.C.; PRABHU, K.S. 2007. The anti-inflammatory effects of
selenium are mediated through 15-Deoxy-prostaglandin J2 in macrophages. J. Biol. Chem., v.282,
n.25, p.17964-17973, 2007.

XIA, Y.; HILL, K.E.; BYRNE, D.W.; XU, J.; BURK, R.F. Effectiveness of selenium supplements
in a low-selenium area of china. Am. J. Clin. Nutr., v.81, p.829-834, 2005.

XIONG, Y.; MO, X.; ZOU, X.; SONG, R.; SUN, W.; LU, W.; CHEN, Q.; YU, Y.; ZANG,
W.2010. Association Study between Polymorphisms in Selenoprotein Genes and Susceptibility to
Kashin-Beck Disease. Osteoarth. Cartilage, 2010.

WANG, Z.; MOULT, J. SNPs, protein structure and disease. Hum. Mut., v. 17, n. 4, p 263-270,
2001.

WANG, S.; WANG, F.; SHI, X.; DAI, J.; PENG, Y.; GUO, X.; WANG, X.; SHEN, H.; HU, Z.
Association between manganese superoxide dismutase (MnSOD) Val-9Ala polymorphism and
cancer risk. Eur. J. Cancer, v.45, p.2874-2881, 2009.

WERZ, O.; STEINHILBERG, D. Selenium-dependent peroxidases suppress 5-lipoxygenase
activity in B-lymphocytes and immature myeloid cells. Eur. J. Biochem., v. 242, p. 90-97, 1996.

WEITZEL, F.; WENDEL, A. Selenoenzymes Regulate theA ctivity of Leukocyte 5-Lipoxygenase
via the Peroxide Tone. J. Biol. Chem., v. 268, n.9, p.6288-6292, 1993.

WILLET, W.C. Issues in analysis and presentation of dietary data. In: . Nutritional
epidemiology. 2ed. New York: Oxford Unversity Press, 1998. P.321-345. (Monographs in
epidemiology and biostatistics, v.30).

Donadio, J.L.S., 2011.



BIBLIOGRAFIA 72

WINGLER, K.; BRIGELIUS-FLOHE, R. Gastrointestinal glutathione peroxidase. BioFactors,
v.10, p. 245-249, 1999.

Donadio, J.L.S., 2011.



ANEXOS OBRIGATORIOS 73

9 ANEXOS OBRIGATORIOS

9.1

9.2

9.3

9.4

Copia do Parecer do Comité de Etica em pesquisa
Curriculum Lattes
Ficha do aluno

Informacgdes para os membros de Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado

Donadio, J.L.S., 2011.



ANEXOS OBRIGATORIOS 74

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE GENC!AS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEPIFCF/121/2009

Protocolo CEP/FCF/524
CAAE: 0023.0.018.000-09

I -lIdentificagdo:

Projeto de Pesquisa: Correlagdo entre polimorfismos de nucleotideo unico
presentes nos genes da glutationa peroxidase e relagao com biomarcadores

do estado nutricional refativo ao selénio

Pesquisador Responsavel: Janaina Lombello Santos Donadio

Orientador: Profa, Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

Area Temdtica Especial: -

Patrocinadores: CNPq

Il - Sumaério Geral do Protocolo:
As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) estdo entre as morbidades que mais
atingem a populagdo atualmente, destacando-se o diabetes melito, doengas
respiratérias cronicas, céncer e doengas cardiovasculares. Os principais fatores de
fisco estio no estilo de vida ocidental, com destaque para alimentagdo,
sedentarismo, além da predisposigdo genética. A maioria destas DCNT leva ao
aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, das espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio. O principal sistema de defesa do organismo contra oS
efeitos nocivos destas espécies reativas é o enzimatico, composto pelas enzimas
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase; sendo que nos mamiferos o
mais importante é o da glutationa peroxidase. Pesteriormente ao sequenciamento do
genoma humano, um dos grandes desafios atuais € identificar polimorfismos, gue em
conjunto ou isoladamente, alterem o metabolismo e a fungao das proteinas. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho serd comelacionar polmorfismos nos genes da
glutationa peroxidase e biomarcadores do estado nutricional relativo ao selénio.
Serdo identificados polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) presentes na regido
codificadora dos quatro genes que codificam a enzima glutationa peroxidase: GPX1,
GPX2, GPX3 e GPX4, e um SNP na regido 3' ndo codificadora (3'UTR) do gene da
GPX4 os quais serdo comelacionados com os biomarcadores do estado. nutricional
relativo ao selénio. O estudo serd realizado com aproximadamente 80 individuos, de
ambos os géneros, com idade entre 20 a 50 anos, sem doengas hepaticas,
cardiovasculares ¢ céncer. Os participantes responderdo a um questiondrio de
informagdes pessoais; o consumo alimentar sera avaliado por um recordatério de 24
horas e trés registros alimentares; o estado nuiricional de selénio serd avaliado pela
determinagio da concentrag@o do mineral no eritrdcito e no plasma, além da
atividade da GPX no eritrocito; e os polimorfismos supracitados serdo identificados
pelo sistema Tagman, o qual se baseia na andlise end-point da RT-PCR, com
primers e sondas especificas para cada SNP.
O objetivo do presente estudo serd a commelagio entre 0s SNP presentes na regido
. codificadora de quatro genes que codificam a enzima glutationa peroxidase com 0$
biomarcadores do estado nutricional refativo ao selénio.
Tipo de estudo: transversal

v, PYOF. Lined Prestes, n* 550, 9oco 13 A ~ Citinie Unbveiioia - CEP 0508900 - 555 Pauio - 59
Forie: (11) 30019622 Fax: (11) S091.35677 - e-mait: caphei@uspbe
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FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa

Descrigao da Casuistica

O estudo sera realizado com 80 individuos, de ambos 0s sexos, com idade entre 20
a 50 anos. A populagdo sera recrutada dentro da Universidade de Sao Paulo. No dia
da coleta de sangue sera aplicado um questionario (anexc 1) para compiiar todas as
informagées pessoais dos participantes, como nome, género, idade, nivel de
escolaridade e renda, atidade fisica etc.

Os critérios de exclusdo sdo: uso de suplementos vitaminices e minerais,
antiinflamatornios, idade abaixo de 20 ou acima de 50 anos, atletas de elite, consumo
cronico de alcool (diariamente}, tabagismo, doengas hepaticas e cardiovasculares

Il - Situagdo do Protocolo; APROVADC em reunido de 28/09/2009,

Cabe ac pesquisador:

¢ Comunicar ao CEP,
o aocorréncia de efeitos colaterais e cu de reacdes nao esperadas;
o eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciagdo e aprovagac
do CEP,
o ainterrupgao do projeto.
e Apresentar relatorios: parcial (apos 50% da execugao do projeto) e final.

Sao Paulo, 29 de setembro de 2008,

4‘//#- Lisrec- 49 cnsloraer
Profa. Drd. Elvira Maria Guerra Shinohara
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP/FCF/USP

%, Péginaz

Aiv. Prol. Lineu Prestes, n* 580, BHoco 13 A - Cidade Linfversitaria - CEP 05508-300 - S0 Paulo - 5P
Fone: {11) 30913622 Fax: (11) 30313677 - &01ai: ceplcf@usp.or
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a n u S - Sistema Administrativo ¢a Pds-Graduagio
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ey Oa Universidade de Sido Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
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FICHA DO ALUNO

9132 - 4836001/1 - Janaina Lombello Santos Denadic

Email; janainalomoeiio@usp br

Data de Nascimento: 06711/1962

Cédula de ldentidade: RG - 285747860 - SP

Local de Nascimento: Estade de Sio Paulo

Nacionalidade: Brasieira

Graduagao: Nutricionista - Faculdade de Satde Piblica - Universidade de Sao Pauio - Sdo Paulo -
Brasit - 2008

Curso: Nestraco

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Aroa: Nulrgdio Expenmental

Data de Matricula; 1900212009

Inicto da Contagem de Prazo: 19102/20C%

Data Limite: 16/08/2011

Orlentador: Prof(a) Drla) Mariene de Vuono Camargo Penteado - 19/02/2000 a 02/08/2009
E Msil: devuono@usp

Orientador: Prof(a). Dr{a). Silvia Mana Franciscato Cozzoling - 0302003 até o presante. E.Malt
smicozzo@usp br

Proficiéncla em Linguas: Inglés Aprovado em 2511002010

Data de Aprovacdo no Exame de PR PR, p

Qualificago: Aprovado em 16:02/2011

Data do Depésito do Trabatho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagéo da
Banca:

Data de Aprovagdc da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:
Resultado da Dofosa:

Histérico.do Oadrrbnclas: Ingrossou no Mesirado em 18022009
Malricula ¢e Acompanhamento em 10/02:2011

Oltima ocorréncia: Matlicula ge Acompantiaments em 10021201
Impresso em: 10/05/11 17.28.00

v Va n u S Sistema Administrativa da Pés-Graduaco
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Créditos Atribuidos a Dissertagéo: 71

" Goncelto a partir g 02101/1897:
A - Excelente, com direito a cridito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direo a crédito; R - Reprovado; T -

Transfaréncia,

Um({1) crédito equivaie a 15 horas de atividade progremaca.

10 em 10/02/2011

Ultima dncia: Mairicula de Acomp:
impresso em: 10/08/11 11:20:09
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagio

Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutarado

1. O candidato faré uma apresentagéio oral do seu trabalho, com duraggdo
méxima de 30 minutos.

) 2, Os membros da banca fardo a arquicdo oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de 30 minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de 30 minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de didlogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo méximo total de arguigdo: 3 horas para o mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.

4, Terminada a arguigéo por todos os membros da banca, a mesma se reunird
reservadamente e expressard na ata (relatdrio de defesa) a aprovagiio ou reprovagéo
do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigdo.

4.1 Seré considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por unanimidade
ou pela maioria da banca.

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

5. Dlvidas poderéo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pds-Graduacio:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sdo Paulo, 26 de maio de 2011.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prol. Lineu Preates, $80, Bloco 13 A - Cldade Universaana - CEP 05508-000 - Sao Paulo - SP
Fone: {11) 3081 3621 - Fax (17} 3081 3141 ~ e-mak: pglacma@@usp.br
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