UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos

Area de Nutricdo Experimental

Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes c om artrite
reumatoide e sua relagcdo com o estresse oxidativo e o]

polimorfismo Arg213Gli no gene da superéxido dimuta se 3

Graziela Biude Silva

Dissertacao para obtencao do grau
de

MESTRE
Orientador:

Prof2. Tit. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino

SAO PAULO
2013



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos

Area de Nutricdo Experimental

Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes c om artrite
reumatoide e sua relagcdo com o estresse oxidativo e o]

polimorfismo Arg213Gli no gene da superéxido dimuta se 3

Graziela Biude Silva

Dissertacao para obtencao do grau
de

MESTRE
Orientador:

Prof2. Tit. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino

SAO PAULO
2013



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacio do Conjunto das Quimicas da USP.

Silva, Graziela Biude
S586es  Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com artrite
reumatoide e sua relacdo com o estresse oxidativo e o polimorfismo

Arg213Gli no gene da superoxido dimutase 3 / Graziela Biude
Silva. -- Sdo Paulo, 2013.
110p.

Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sido Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutricdo Experimental.

Orientador: Cozzolino, Silvia Maria Franciscato
1. Nutrigdo : Avaliagio nutricional : Ciéncia dos alimentos 2. Zinco :
Avaliacdo nutricional : Ciéncia dos alimentos 3. Artrite 4. Estresse

oxidativo I. T. II. Cozzolino, Silvia Maria Franciscato, orientador.

641.1 CDD




Graziela Biude Silva

Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes c om artrite
reumatoide e sua relacdo com o estresse oxidativo e o]

polimorfismo Arg213Gli no gene da superéxido dimuta se 3

Comissao Julgadora
da

Dissertacao para obtencao do grau de Mestre

Prof2 Tit. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino

orientador/presidente

1°. examinador

2°. examinador

Sao Paulo, novembro de 2013.



DEDICATORIA

Aos meus queridos e amados pais Claudia e Salvador,
A minha irma Isabela,

Ao meu amor Mauricio.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus pais, Claudia e Salvador , por tudo o que fizeram e
fazem por mim! Esse trabalho ndo seria possivel sem vocés! Mae, obrigada por sempre me
receber com aquele carinho e aquela comidinha deliciosa depois de um longo dia de
trabalho e transito! Pai, sem vocé, sem suas caronas para casa naquele transito de cada
dia, ndo sei se teria tido forgas para realizar esse trabalho! Obrigada por me ensinarem tanto

e me apoiarem em cada decisdo em minha vida! Obrigada por tudo! Amo muito vocés!

A minha querida irma Isabela Biude Silva , por sempre estar ao meu lado, me
ajudando, incentivando! Saiba que adoro nossas discussdes cientificas... mesmo quando
ndo concordamos em certos pontos! Irmas, nutri e farmal Estaremos sempre juntas!

Obrigada por todo carinho e preocupacao! Amo vocé Sis!

Ao meu companheiro, melhor amigo e grande amor Mauricio Duarte . Vocé foi mais
que essencial para que eu conseguisse realizar este grande sonho! Obrigada por resgatar
na USP vérias vezes tarde noite, pelas idas e vindas de Guarulhos a Universidade nos
momentos de intenso trabalho e cansago. Obrigada por entender o meu mau humor, o meu
desespero em varios momentos, a distancia necessaria...e também pelas iniGmeras
conversas, conselhos, pelas risadas de doer a barriga, por me dizer que tudo vai dar certo e
por estar sempre ao meu lado, me apoiando em todas as minhas decisfes e torcendo junto

em todos os momentos da minha vida! TE AMO muito!

A minha linda e querida orientadora Silvia Maria Franciscato Cozzolino  que abriu
as portas do universo cientifico ainda na iniciacdo cientifica e me deu a oportunidade de
conhecer esse mundo fascinante da pesquisa! Obrigada por sempre me receber de bragcos
abertos, com aquele sorriso acolhedor de méae, dizer que tudo vai dar certo e apoiar cada
passo que damos durante a pos-graduacdo. Obrigada pelas grandes oportunidades que nos
da, pela amizade e pela sua alegria que sempre nos contagia! Agradeco pela confianca de
sempre! Com certeza levarei muito da sua personalidade tanto como professora como

pessoal

A minha querida amiga e parceira de trabalho Katia Rau de Almeida Callou que
COM CERTEZA fez com esse trabalho se tornasse muito melhor e muito mais divertido!
Acho que toda convivéncia tem altos e baixos, mas ainda bem que a nossa teve muitos
altos!! Rsrsrs!! Obrigada por me ensinar tanta coisa, pela paciéncia, pelas iniUmeras

conversas...por me abrigar em sua casa nos dias de coleta! Quanta coisa boa vivenciamos



nesses anos de conviviencia! Adorei ir a Franca contigo! Obrigada pela sua linda amizade,
gue tenho certeza que levaremos para a vida toda, mesmo com a distancia! Vocé é como
uma irm& para mim! Obrigada por me ajudar a tornar esse sonho realidade! Vou sentir

mMuitoooo, mas muitooo a sua falta...

A minha mega best friend Janaina Lombello ...amiga, obrigada por todos os seus
ensinamentos desde a época da iniciagdo cientifica!l Obrigada pelas conversas cientificas,
pelas broncas, pela sua linda sinceridade! Com certeza amigos de verdade fazem isso,
apontam os erros, estdo sempre ali quando vocé esta triste, alegre...sempre ali para te fazer
enxegar o que ndo vemos muitas vezes e pelas palavras de conforto, de animo! Te admiro
Mmuito como pessoa e como cientistal Vocé me ensinou muito! Nunca esquecerei isso!

Obrigada por fazer dos meus dias no laboratério mais engracados, mais alegres!!

A amiga Kaluce Almondes , desde quando vocé chegou me ensinou muita coisal
Obrigada pelos ensinamentos e pela sua boa vontade em nos ajudar nesse trabalho!
Obrigadissima por me ajudar com a estatistica deste trabalho, pela paciéncia que teve
comigo e pelo apoio de sempre, dizendo que vai dar tempo e que tudo vai dar certo, e que o
trabalho esta bom!! Rsrsrs!! Obrigada por estar sempre presente quando eu e Kétia
estavamos em momentos de desespero, de cansaco. Obrigada de coracdo pela sua

amizade tao terna! Vocé tem um lugar especial em meu coragéo!

A minha mamis Liliane Viana Pires , pela linda amizade que proporciona...ah, quanta
falta eu senti daqueles abragos nesses ultimos tempos! Rs! Obrigada méezinha por me
ensinar a caminhar nesse mundo de pesquisa e pela sua amizade! Mesmo longe vocé esta

sempre em meus pensamento e oragdes!

Aos meus amigos do laboratério: Ariana Rocha, Alexandre Pimentel, Barbara
Cardoso, Bruna Reis, Camila Mattos, Cristiane Cominetti, Isabela Saraiva, Larissa Bezerra,
Luciane Alencar, Leila Hashimoto, Maritza Bortolo, Rafael Bueno, Veronica Bandeira.
Obrigada pela troca de conhecimento que nos faz crescer como profissionais a cada dia e

por tornarem meus dias muito mais alegres!!

Aos meus amigos de pés-graduacdo: Aline, Mayara, Kelly, Z4, Luiza, Mari, Rachel,
Lucillia, Ju Miranda, Lucas, Ana Mara, Fé Santana, Fé Shinagawa, Pryscila, Ana Lina, Vivi,
Cris Hermes, Juju Nunes, Geovana,...obrigada pela amizade, pelas conversas, risadas e

torcida de todos vocés!!! Um presente que a pos-graduacéo nos da: AMIGOS!



Aos professores do departamento  Eduardo Purgatto, Thomas Ong e Célia Colli
pelas contribuicbes feitas a este trabalho tanto no ingresso como na qualificacdo! Muito

obrigada!

Ao Dr. Daniel Feldman Pollak por abrir as portas do ambulatério de reumatologia e

permitisse que esse trabalho fosse realizado. Obrigado pela colaboracéo!

A recepcionista do ambulatério de reumatologia Cida. Obrigada pela ajuda nos dias
de coleta, com os prontuarios dos pacientes e pelo carinho que sempre recebeu a mim e

Katia!

A minha linda familia BIUDE! Obrigada por vocés existirem em minha vida! A maior
bencéo que Deus pode me dar! Sem vocés nada disso teria sentido! Vocés sdo mais que

especias para mim! Minha vida! Amo muito vocés!

Aos meus grandes amigos e parceiros de quase uma década, Andreza, Bruno e
Mério . Obrigada pela torcida e pela linda amizade de vocés! Obrigada por sempre estarem
ao meu lado em todos os momentos...nos dias alegres, nos dias tristes...comemorando e
por todas as palavras de incentivo! Vocés com certeza sdo amigos para uma vida inteira!

Amo muitoo vocés!!
Aos meus amigos e que também considero minha familia Jéssica, Vitoria, Cida e
Cleber. Obrigada pelo apoio de sempre, pela risadas e tantos momentos 6timos que

passamos juntos! E pela amizade de tantos anos!!

Lourdinha , obrigada pelo cafezinho de todo dia!! Pelas conversas, pela amizade e

os bons dias tao alegres!! Tudo de bom sempre!!

Ao pessoal da secretaria Edilson, Mobnica, Cléo e Roberta por sempre serem

atenciosos e que nos ajudam sempre!!

Ao Alan, da contabilidade, obrigada pela ajuda na prestacdo de contas, com 0s

problemas de notas, e se isso pode ou ndo pode...obrigada!

A CAPES pela bolsa de mestrado.

A FAPESP pelo financiamento do projeto de pesquisa.



“A criatividade exigia disposi¢éo para ndo se conformar & norma. Isso exigia cultivar mentes
livres e espiritos livres, 0 que por sua vez exigia um “espirito de tolerancia”. E o fundamento
da tolerancia é a humildade — a convic¢ao de que ninguém tem o direito de impor ideias e
crengas ao outros”.

Albert Einsten



SILVA, G.B. Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes c om artrite
reumatoide e sua relagdo com o estresse oxidativo e o polimorfismo Arg213Gli
no gene da superoxido dismutase 3 . 2013. 110p. Dissertacdo (Mestrado) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2013.

RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca auto-imune de etiologia desconhecida caracterizada
por uma inflamacao poliarticular simétrica da membrana sinovial que acomete com maior
frequéncia as articulagcdes das maos, punhos e pés. Estudos mostram que hd um aumento
do estresse oxidativo nestes pacientes e este fato pode ser atribuido a diminuicdo da
ingestdo de substancias antioxidantes refletindo no aumento da produgcdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Além disso, a presenca de polimorfismos em enzimas
antioxidantes como o Arg213Gli no gene da enzima superoxido dismutase 3 podem
influenciar neste dano oxidativo. Portanto, o estudo teve como objetivo avaliar o estado
nutricional relativo ao zinco de pacientes com artrite reumatoide e sua relacdo com o
estresse oxidativo e o polimorfismo Arg213Gli no gene da SOD3. Foram selecionadas 59
mulheres diagnosticadas com AR (59,9+18,3 anos) atendidas no Setor de Reumatologia do
Hospital S&o Paulo/Universidade Federal de Sdo Paulo, que fizeram parte do grupo caso, e
56 mulheres saudaveis (35,5+9,9 anos) recrutadas no campus da Universidade de S&o
Paulo, que fizeram parte do grupo controle. A coleta de sangue venoso foi destinada para
avaliacdo das concentracdes plasmatica e eritrocitaria de zinco, da atividade das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e superéxido dismutase (SOD), e do polimorfismo Arg213Gli. A
urina de 24 horas foi coletada para as analises de zinco, creatinina e 8-isoprostanos. A
avaliacdo do consumo dietético de zinco foi feita por meio de trés recordatorios alimentares
de 24 horas. A analise estatistica foi feita no software SPSS 14.0 por meio de testes de
comparacfes de médias e correlacdes selecionados de acordo com a distribuicdo da
normalidade e considerando p significativo menor que 5%. As concentracdes plasmaticas de
zinco foram significativamente menores para o grupo caso quando comparadas ao grupo
controle (53,4+9,8 pg/dL e 58,2+10,1 pg/dL, respectivamente; p=0,011). Com relagédo as
concentracdes de zinco eritrocitario e urindrio ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (p=0,219 e p=0,695, respectivamente). O percentual de inadequacao do consumo de
zinco foi de 98,9% para o grupo caso e 58% para o grupo controle. A atividade da SOD foi
significativamente menor no grupo caso (1333,8 +420,8 U/gHb) do que no grupo controle
(1755,0 £525,5 U/gHDb) (p<0,001), assim como a atividade da GPx (38,2 +17,0 U/gHb e 52,6
+14,4 U/gHB, respectivamente) (p<0,001). As concentragbes de 8-isoprostanos nao
diferiram entre os grupos caso e controle, (133,8 £175,4 ng/mmol de creatinina e 139,3 +
52,7 ng/mmol de creatinina; p=0,836, respectivamente). Em relagdo a genotipagem do SNP
Arg213Gli ndo foi encontrado nenhuma participante com o gendtipo homozigoto (Gli/Gli)
para o polimorfismo. No grupo caso, apenas uma participante apresentou o genoétipo
heterozigoto (Arg/Gli). Os resultados apresentados indicam que as pacientes com AR estéo
deficientes em zinco e apresentam um aumento do estresse oxidativo, sugerindo a
necessidade de uma suplementagéo deste mineral.

Palavras-Chave: . Artrite Reumatoide. Zinco. 8-isoprostano. Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease of unknown etiology characterized by a
symmetrical polyarticular inflammation of synovial membrane that affects most often the
joints of the hands, wrists and feet. Studies show that there is an increase of oxidative stress
in these patients and this fact can be attributed to decreased intake of antioxidants reflecting
in the increased production of reactive oxygen species (ROS). Furthermore, the presence of
polymorphisms in antioxidant enzymes such as Arg213Gli in the superoxide dismutase gene
may influence this oxidative damage. Thus, the study aimed to evaluate the nutritional status
of zinc in patients with rheumatoid arthritis and its relation to oxidative stress and the
polymorphism Arg213Gli in SOD3 gene. We selected 59 women diagnosed with RA (59.9 +
18.3 years) which make clinical monitoring at the Hospital S&o Paulo/Federal University of
Sédo Paulo, who were part of the case group, and 56 healthy women ( 35.5 £ 9 , 9 years)
recruited on the campus of the University of Sdo Paulo, who were part of the control group.
The venous blood collection was destined to evaluate plasma and erythrocyte zinc, activity of
glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD), and the polymorphism
Arg213Gli. The 24-hour urine was collected for the analyzes of zinc, creatinine and 8-
isoprostane. The assessment of dietary intake of zinc was performed by three 24-hour
dietary recall. Statistical analysis was performed with SPSS 14.0 by testing of mean
comparisons and correlations selected according to the distribution of normality and
considering significant p less than 5 %. The plasma zinc concentrations were significantly
lower in the case group compared to the control group (53.4 + 9.8 pg/dL and 58.2 *
10.1pg/dL, respectively, p= 0.011). In relation to the concentrations of erythrocyte and
urinary zinc, no significant difference was observed between groups (p= 0.219 and p=0.695,
respectively). The percentage of inadequate zinc intake was 98.9% for the case group and
58% for the control group . The SOD activity was significantly lower in the case group
(1333.8 £ 420.8 U/gHDb) than in the control group (1755.0 £ 525.5 U/gHb) (p < 0.001), as well
as the activity of GPx (38.2 = 17.0 U/gHb and 52.6 + 14.4 U/gHDb, respectively) (p< 0.001).
The 8-isoprostane concentrations did not differ between case and control groups (133.8 *
175.4 ng/mmol creatinine and 139.3 + 52.7 ng/mmol creatinine, p= 0.836, respectively).
Regarding Arg213Gli SNP genotyping was not found any participant with the homozygous
genotype (Gly/Gly) for the polymorphism. In case group, only one participant had the
heterozygous genotype (Arg/Gly). The presented results indicate that RA patients are
deficient in zinc and have an increased oxidative stress, suggesting the need for a
supplementation of this mineral.

Keywords: . Rheumatoid Arthritis. Zinc. 8-isoprostane. Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune com etiologia
desconhecida e caracterizada por uma inflamacdo poliarticular simétrica da
membrana sinovial em grandes e pequenas articulacdes (KAHLENBERG; FOX,
2011; MCLNNES; SCHETT, 2007).

Embora a base fisiopatoldgica da AR ndo esteja completamente elucidada,
estudos mostram um papel importante do estresse oxidativo nesta doenca. A
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ser causada por
varios fatores. Em resposta ao estimulo inflamatorio, a presenca de leucocitos
fagociticos e de citocinas inflamatorias contribuem para uma maior producdo de
radicais livres, os quais estimulam a producdo de radicais superoxido e hidroxila
altamente reativos gerados durante a fagocitose por macrofagos e neutrdfilos. Além
disso, a presenca de isquemia e reperfusdo durante a realizacdo do movimento
articular também contribui para producdo de radicais livres, que atuam como
mediadores em danos teciduais na AR (BABIOR; KIPNES; KURNUTTE et al., 1973,
KAMANLI et al., 2004; OZTURK et al., 1999).

O zinco, mineral importante na nutricio humana, desempenha papel
importante como um antioxidante, através da participacdo como co-fator na estrutura
da enzima superoxido dismutase (SOD), bem como na inflamacéo, inibindo a via de
ativacdo do NF-kB e diminuindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias (MAFRA,
COZZOLINO, 2004; PRASAD et al., 2010). A SOD patrticipa do sistema de defesa
antioxidante enzimatico contra os radicais superoxido (¢O;) e trés isoformas desta
enzima foram identificadas em mamiferos. Dentre elas destaca-se a superoxido
dismutase 3 ou extracelular (EC-SOD). Esta isoforma é responsavel pela protecao
antioxidante no meio extracelular e contém um atomo de zinco e um de cobre por
subunidade, ambos necessarios para sua atividade enzimatica (BARBOSA et al.,
2010; FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). A EC-SOD é encontrada principalmente nos
compartimentos extracelulares como plasma, linfa, fluido cerebrospinal e liquido
articular e possui alta afinidade para a heparina e outros proteoglicanos na matriz
extracelular. A presenca de um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no gene da
EC-SOD, que consiste na troca do aminoacido arginina por uma glicina na posicao

213, resulta em um prejuizo da ligacdo da enzima com a heparina. Como
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consequéncia, ha um aumento da concentracdo plasmatica desta enzima,
resultando em uma reducgéo da sua atividade na parede vascular e diminuindo a
protecdo antioxidante nos vasos (FATTMAN; SCHAEFER; OURY, 2003;
SANDSTROM et al., 1994).

As diferencas nos perfis dos genétipos para a enzima EC-SOD com relagéo
ao polimorfismo Arg213Gli podem ou ndo afetar a resposta antioxidante e o estado
nutricional relativo ao zinco, uma vez que esta relagdo ainda ndo é bem conhecida.
A frequéncia dos genotipos apresenta uma grande variabilidade entre as populacdes
mundiais, sendo importante ressaltar que nao existem estudos avaliando a

frequéncia e a distribuicéo deste polimorfismo na populacéo brasileira.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune de etiologia desconhecida,
caracterizada por uma inflamacéao poliarticular simétrica da membrana sinovial que
acomete com maior frequéncia articulagcbes de maos, punhos e pés (Figura 1). O
guadro de inflamagé&o pode resultar em uma leséo articular progressiva ocasionando
degradacdo Ossea e da cartilagem articular, até a perda da funcdo (KAHLENBERG;
FOX, 2011; LAURINDO, 2009; MCLNNES; SCHETT, 2007).

30% (temporo-mandibular)
40%

(coluna cervical) 10% (crico-aritendide)

30%
(esterno-clavicular)

80%

9 v
(IFP) 90% $90% (MCF)

50%

90% (MTF)

Legenda: MCF - metacarpofalangeanas; IFP — interfalangianas proximais; MTF —

metatarsofalangeanas.
Fonte: Adaptado de LAURINDO, 2009.

Figura 1. Frequéncia do acometimento das diferentes articulagdes no

decorrer da evolucéo da doenca.

A AR é uma doenca que acomete todas as etnias, com variagfes discretas e
tem uma frequéncia maior entre mulheres do que em homens na proporcéo de 3:1.
A doenca pode ter inicio na faixa etaria de 20 a 60 anos de idade, com uma maior
incidéncia aos 45 anos. A prevaléncia mundial € de aproximadamente 0,4 a 1,9% na

populacdo adulta e, no Brasil, estima-se que essa porcentagem esteja ao redor de
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0,46%. Uma maior prevaléncia foi observada em paises como Estados Unidos e
regides da Europa e Asia. Em algumas éareas rurais da Africa, esta frequéncia
parece ser menor. Em paises localizados na América do Norte e no norte da Europa
a incidéncia de casos/habitantes de AR é de 50/100.000, enquanto que em paises
em desenvolvimento estes dados ndo estdo disponiveis (ALARMANOS; DROSOS,
2005; FERNANDES et al., 2011).

A taxa de mortalidade entre estes pacientes € alta quando comparada com a
populacdo saudavel. Este fato pode ser atribuido principalmente as doencas
cardiovasculares. Entre os fatores de risco inerentes a propria doenca que
contribuem para a ocorréncia de um evento cardiovascular estdo: o uso de
corticoides e metrotexato, marcadores pro-tromboéticos elevados como o
fibrinogénio, fator de Von Willibrand e fator ativador de plasminogenio tecidual,
elevacado de citocinas pro-tromboticas, entre outros. Fatores externos e que podem
estar presentes no inicio e/ou durante o desenvolvimento da AR como tabagismo,
indice de massa corpérea elevado, hipertensao arterial, dislipidemia e diabetes
também podem colaborar para o aumento deste risco. Estudos apontam que
pacientes com AR apresentam risco duas vezes maior para o desenvolvimento de
infarto agudo do miocéardio, aumentando ainda mais para aqueles que sao
portadores da doenca h& mais de dez anos (ALARMANOS; DROSOS, 2005;
SOLOMON et al., 2003; WOLF et al., 2003).

Segundo ALARMANOS & DROSOS (2005), a AR é uma doenca multifatorial
gue envolve também aspectos genéticos, 0s quais possuem grande impacto na
avaliacao da susceptibilidade para o desenvolvimento da doencga. Os genes HLA-DR
do complexo de histocompatibilidade maior estdo fortemente associados a AR,
participando da apresentacao do antigeno as células T e contribuindo com 30 a 50%
da susceptibilidade genética da doenca. A associacdo destes genes € a maior
evidéncia do papel da genética na patogénese e na frequéncia da AR. O epitopo
compartilhado ou epitopo reumatoide € uma sequéncia de aminoacidos QK/RRAA
(glutamina-leucina ou arginina-arginina-alanina-alanina) localizado nas posi¢cdes 70
a 74, na terceira regido hipervariAvel da cadeia B do antigeno de
histocompatibilidade de classe || HLA-DRB1. Este epitopo estd associado a
gravidade da doenca, as formas erosivas e com as manifestacfes extra-articulares
(LAURINDO, 2009; PEREIRA, 2006).
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O diagnéstico da AR é feito com base nos critérios estabelecidos pelo
American College of Rheumatology (ACR) descritos abaixo:

1. Rigidez matinal: rigidez articular com duracdo de pelo menos uma hora;

2. Artrite de trés ou mais areas: pelo menos trés areas articulares com

edema de partes moles ou derrame articular, observado pelo médico;

3. Artrite de articulagdes das méaos (punho, interfalangeanas proximais e
metacarpofalangeanas);

4. Artrite simétrica;

5. Nodulo reumatoide;

6. Fator reumatoide sérico;

7. AlteracOes radiograficas: erosdes ou descalcificacbes localizadas em

radiografias de maos e punhos.

Os quatro primeiros critérios, citados acima, devem estar presentes por pelo
menos seis semanas para confirmagdo do diagnostico da doenca (ARNETT et al.,
1988).

Além destes critérios, outras avaliacbes sao necessarias para o diagnostico
da AR como: sinais clinicos, avaliacbes laboratoriais e radiograficas. O fator
reumatoide (FR) € um parametro bioquimico com sensibilidade de 60 a 80%, e é
utilizado para o diagnoéstico de AR. Entretanto, o FR possui baixa especificidade,
pois pode estar presente em outras doencas reumaticas, em infeccbes e em
individuos idosos. Outro biomarcador utilizado, com alta especificidade, sdo os
anticorpos antipeptideos citrulinados ciclicos (anti-CCP), presentes em 79% dos
pacientes e sdo observados no inicio da doenca. A proteina C reativa (PCR) e a
velocidade de hemossedimentacdao (VHS) também sdo utlizadas tanto no
diagnéstico quanto no acompanhamento clinico dos pacientes, indicando um pior
estado clinico para aqueles que apresentam niveis elevados dos dois parametros.
Além dos sintomas de atividade da doenca, sdo avaliados o estado funcional do
paciente, as evidéncias objetivas de inflamacé&o articular, os problemas mecéanicos
articulares e a presenca de comprometimento extra-articular e de lesdo radiografica.
(BERTOLO et al., 2007; PERSINOTI, 2009; NETO; CARVALHO, 2009).

A atividade da doenca pode ser avaliada por meio de parametros como:
DAS28 (Disease Activity Score 28), SDAI (Simplified Disease Activity Index) e CDAI
(Clinical Activity Index), comumente utilizados na pratica clinica (Quadro 1)
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(BERTOLO et al., 2007: FUJIWARA, KITA, 2012). Segundo o ACR (2002),

recomenda-se que esta avaliacéo seja feita pelo menos a cada dois meses.

Quadro 1. Valores de corte para os indices de atividade da doenca DAS28, CDAI e

SDAI. Sao Paulo, 2013.

indice Atividade da Doenca

Remissao Baixa Moderada Alta
DAS28 <26 <32 <51 >51
CDAI <28 <10 <22 > 22
SDAI <5 <20 < 40 > 40

Fonte: Adaptado de BERTOLO et al., 2007
Legenda: DAS28 - Disease Activity Score 28; SDAI - Simplified Disease Activity Index; CDAI Clinical
Activity Index.

Os objetivos do tratamento da AR sao prevenir e controlar danos articulares,
melhorar e manter a capacidade funcional, reduzir a dor e obter a remisséo da
doenca (BERTOLO et al., 2007).

A terapia medicamentosa € o principal tratamento da AR e estéo inclusos: os
anti-inflamatérios ndo esteroides (AINHs), os corticoides e as drogas modificadoras
do curso da doenca (DMCDs), as quais podem ser sintéticas ou biologicas. Os
AINHs, sobretudo no inicio da doenca, sdo utilizados para diminuir 0 processo
inflamatorio e a dor. Com relacdo aos corticoides, além de exercer 0s mesmos
beneficios dos AINHs, existem indicios de que atuam na modificagdo do curso da
doenca em associagdo com as DMCDs. As DMCDs sao indicadas para impedir a
progressdo e 0 surgimento de lesGes articulares permanentes e devem ser
administradas a partir da definicdo do diagnostico. Entre as DMCDs sintéticas esta o
metrotexato (MTX), considerado o principal farmaco utilizado no tratamento da AR.
Outros farmacos sintéticos também estao disponiveis e séo utilizados tanto na forma
de monoterapia ou associado a outra DMCD para uma resposta ainda melhor ao
tratamento. As DMCDs bioldgicas sdo consideradas um grande avanco na terapia
medicamentosa da AR e sdo indicadas para pacientes que persistem com atividade
da doenca apesar do tratamento com pelo menos dois esquemas de DMCDs
sintéticas. A utilizacdo de agentes biologicos deve ser feita em associagdo a uma

DMCD. Entre os farmacos aprovados pela ANVISA para uso no Brasil estdo: o anti-
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TNF, o depletor de linfécitos B, o bloqueador da coestimulacdo do linfocito T e o
bloqueador do receptor de interleucina-6 (BERTOLO et al., 2007; KWOH, 2002;
O’'DELL, 2004; PEREIRA, 2006; MOTA et. al.,2012).

2.1.1 Fisiopatogénese da Artrite Reumatoide

No inicio da doenca, a inducdo de uma resposta imune ira resultar em um
quadro de inflamagdo no revestimento da articulagdo, denominado membrana
sinovial. Esta membrana € constituida de macréfagos e fibroblastos, a qual mediante
um aumento da entrada e proliferacdo destas células torna-se hiperplasica,
produzindo citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-8 que contribuem para a
inflamagé&o sinovial. A produgdo local de imunoglobulinas dos auto anticorpos
formam um complexo imune, o qual reconhece antigenos articulares, como o
colageno tipo Il e proteoglicanos, ou se ligam a porcédo Fc da imunoglobulina G (IgG)
normal, também conhecida como fator reumatoide (SWEENEY; FIRESTEIN, 2004).

Além da hiperplasia, a membrana sinovial de pacientes com AR apresenta um
aumento da vascularidade e um infiltrado de células inflamatdrias, principalmente
células T CD4+. Os antigenos ativos de células T CD4+ estimulam mondcitos,
macrofagos e fibroblastos sinoviais a produzirem citocinas inflamatérias. A producao
de imunoglobulinas, também é estimulada por células B ativas, através da superficie
de contato celular e da ligagdo da integrina a;3,, CD154 e CD28 (CHOY; PANAVI,
2001).

As citocinas inflamatérias desempenham um papel importante em cada fase
da patogénese da AR, promovendo a autoimunidade, o controle e a manutencgéo da
inflamacéo crénica no sindvio. Estes mediadores podem ser estimulados por células
leucocitarias, como monocitos e macrofagos, fibroblastos e células T. Entre as
citocinas atuantes na inflamacéo sinovial e que possuem um papel importante na
patogénese da AR, destacam-se o TNF-a e a IL-1. O TNF-a é um importante
promotor da inflamag&o e atua como um indutor de outras citocinas inflamatorias e
fibroblastos a expressarem moléculas de adesédo. A IL-1 estimula a liberacdo de
metaloproteinases da matriz a partir de fibroblastos e condrocitos (KAHLENBERG;
FOX, 2011; CHOY; PANAVI, 2001).
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A regulacéo da inflamacéo sinovial é influenciada por estas citocinas, as quais
ativam vias intracelulares de transducéo e de fatores de transcricdo como NF-kB,
proteinas ativadas por mitdgenos (MAP) e proteina ativadora 1 (AP-1). A ativacao do
NF-kB no sinovio controla a expresséo de genes inflamatoérios na AR, como TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8, ciclooxigenase 2 (COX-2), oxido nitrico induzivel (iNOS) e moléculas
de adeséo intracelular 1 (ICAM-1). Sua ativacdo ocorre mediante a exposicao a
citocinas inflamatorias que levam a fosforilagdo do inibidor IkB via ativagdo da IkB
kinase no sinoviécito, permitindo a translocacdo do NF-kB para nucleo e,
consequentemente, a producdo de citocinas inflamatorias (Figura 2) (SWEENEY;
FIRESTEIN, 2004; HAN et al., 1999).

Sinais Inflamatorios

Citocinas pro-inflamatérias
Ativacdo da proteina kinase
(]

Virus
Oxidantes T
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Fonte: adaptado de BARNES, KARIN, 1997.

NF-kB= fator nuclear kappa B; TNF-a= fator de necrose tumoral alfa.

Figura 2. Diagrama esquematico do NF-kB como um regulador inflamatério.

A via das MAP kinases composta por ERK, JNK e familia p38, ao serem
expressas e fosforiladas no tecido sinovial reumatoide também aumentam a
producédo de citocinas inflamatérias e metaloproteinases. A AP-1, ativada pela MAP-
kinase JNK encontra-se em regides promotoras de varios genes envolvidos na AR.

O componente ¢c-JUN da AP-1, apés sofrer estimulos dos sinoviécitos com a
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presenca de citocinas inflamatorias, é fosforilado pela JNK e este fator de
transcrigdo ativo por sua vez, induz a uma maior expressao de proteases e citocinas,
aumentando a resposta inflamatoria (SWEENEY; FIRESTEIN, 2004).

Em consequéncia a liberacdo destas quimiocinas, ocorre a formacao do
pannus sinovial, caracterizado por um tecido de granulacao inflamatorio composto
por células do sistema imune, vasos sanguineos e células fibrosas, que invade a
cartilagem articular com o auxilio de enzimas proteoliticas. Em paralelo, dentro do
pannus, os osteoclastos sdo formados através da fusdo de células monociticas e
invadem a massa 0ssea, causando erosfes periarticulares (KAHLENBERG; FOX,
2011; MCLNNES; SCHETT, 2007).

Em relacdo ao dano articular causado pela inflamacédo persistente na AR,
mecanismos distintos sado sugeridos para a compreensdo da causa de lesbes
Osseas e articulares. A destruicdo da cartilagem é mediada, na maior parte, pela
inducdo de proteases pelos sinoviécitos e invasao celular de citocinas para dentro
da matriz (SWEENEY; FIRESTEIN, 2004).

A erosédo 6ssea na AR esta relacionada com a reabsorcdo 6éssea mediada por
osteoclastos e é regulada pelo sistema RANK/RANKL. Os osteoclastos presentes
entre o tecido sinovial e 0 0sso articular induzem a reabsorcao 6ssea, permitindo a
invasdo destas células na membrana sinovial, resultando na formacéo do pannus. O
RANKL é expresso por células como fibroblastos e células T ativas e regulada por
citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17) e seus mediadores, como a
prostaglandina E,. Este processo contribui para a maturacdo e ativagcdo de
osteoclastos. Assim, o RANKL induz a diferenciagéo final de osteoclastos e sua
atividade de reabsorcédo 6ssea. A interagcdo com seu receptor RANK é modulada
pela osteoprogeterina (OPG), expressa pelas células mesenquimais no sindvio de
individuos com AR. Um desequilibrio entre a OPG e a expressdao de RANKL

promove a perda 6ssea induzida pelo RANKL (MCLNESS; SCHETT, 2007).

2.2 Estresse Oxidativo e Artrite Reumatoide

O estresse oxidativo ocorre em decorréncia de um desequilibrio entre a
geracdo de compostos oxidantes e mecanismos fisiologicos de defesa antioxidantes

(BARBOSA et al., 2010). As EROs sdo moléculas que contém oxigénio e que podem
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ter elétrons despareados, tornando-se altamente reativas em tecidos. Os radicais
livres sdo espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons ndo pareados na
ultima camada, conferindo alta reatividade a estes atomos ou moléculas. Os
principais radicais livres formados no organismo sdo o anion superoxido (¢Oy), o
radical hidroxila (*OH) e o perdxido de hidrogénio (H,O;) (HALLIWEEL; CHIRICO,
1993; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SHAMI; MOREIRA, 2004; BARBOSA et al.,
2010).

Estudos mostram que ha um aumento do estresse oxidativo nos pacientes
com AR, sugerindo um papel importante deste processo na patogénese da doenca.
(KAMANLI et al., 2004; KARATAS et al., 2003; SEVEN et al., 2008; OZTURK et al.,
1999). Os principais fatores que contribuem para esta condicdo sdo a inflamacao
cronica, a presenca de isquemia e reperfusdo durante o movimento articular e a
capacidade de defesa antioxidante diminuida (FILIPPIN et al., 2008).

A inducdo de uma resposta imune no inicio da doenca resulta em um quadro
de inflamacdo na membrana sinovial, levando a producdo de mediadores
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, entre outros, produzidas
por macrofagos e neutrofilos (MCLNNES; SCHETT, 2007; SWEENEY; FIRESTEIN,
2004). A presenca destes leucdcitos fagociticos em grande quantidade na mucosa
inflamada produz uma maior quantidade de radicais livres em resposta ao estimulo
inflamatorio. A ativacdo de neutrofilos mediante a presenca de citocinas pro-
inflamatorias é realizada pelo sistema enzimatico adenina nicotinamida dinucleotideo
fosfato (NADPH). Este processo contribui para producdo de EROs por meio do
aumento do consumo de oxigénio durante a resposta inflamatéria, produzindo
radicais superoxido e hidroxila altamente reativos, que irdo atuar como mediadores
de leséo tecidual na doenca (BRUCKER; 1ZZO; CHU, 2005; FILIPPIN et al., 2008;
KAMANLI et al., 2004; OZTURK et al., 1999; SARBAN, et al., 2005; SEVEN et.al,
2008).

As lesbes de isquemia e reperfusdo nas articulagbes também estédo
envolvidas no processo de estresse oxidativo. A pressao intra-articular € maior nas
articulacdes reuméticas possivelmente devido a reducdo da complacéncia da parede
articular, causada pelo inchaco na membrana sinovial e na fibrose da cépsula
articular. Com a densidade capilar reduzida e a taxa metabdlica tecidual elevada, o
aumento da pressdo pode diminuir o fluxo capilar e induzir a repetitivas lesdes de
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isquemia-reperfusdo na articulacdo. Esta lesdo tecidual pode liberar ions de ferro e
cobre que atuam como catalisadores em reacbes de formacdo de radicais livres
(CEDERGREN et al., 2007; HITCHON; EL-GABALAWT, 2004; JAYSON; DIXON,
1970).

Outra fonte de formacao de radicais livres produzidas durante a patogénese
da AR ocorre com a reabsorcdo O0ssea. Os osteoclastos, durante este processo,
produzem radicais *O,, 0s quais desempenham papel importante na degradacao
Ossea e da cartilagem. A presenca de citocinas inflamatdrias, como a IL-1f,
aumentam ainda mais os efeitos prejudiciais causados por este radical (FILIPPIN et
al., 2008).

Segundo dados na literatura, o sistema de defesa antioxidante nestes
pacientes pode estar prejudicado. Este fato pode ser observado por alteracdes na
atividade de enzimas antioxidantes (SOD, GPx e catalase), geralmente ocasionadas
por uma diminuicdo da ingestdo de nutrientes tais como selénio, zinco, acido
ascorbico e a-tocoferol, que atuam neste sistema. Este desequilibrio pode resultar
em danos ao DNA, oxidacao de lipideos e proteinas, assim como no aumento e na
formacdo de produtos derivados da peroxidacdo lipidica como por exemplo, o
malondialdeido (MDA), os isoprostanos e os dienos conjugados (HAGFORS et al.,
2003; KURIEN; SCOLFIELD, 2003; MAHAJAN; TANDON, 2004).

A peroxidacéo lipidica esta envolvida na patogénese de varias doengas como
cancer, aterosclerose e artrites inflamatérias, como a AR, e € a principal forma de
reacdo bioldgica em cadeia de formacado de radicais livres. O inicio deste processo
ocorre com a interacdo entre radicais altamente reativos e lipideos, os quais irdo
remover um atomo de hidrogénio destas moléculas resultando na formacédo de um
radical lipidico. Este composto pode sofrer um rearranjo molecular decorrente da
reacao com o oxigénio gerando o radical peroxil, que por sua vez pode interagir com
outros radicais ou atacar proteinas de membrana, e propagar a reacdo em cadeia
(VASANTHI; NALINI; RAJASEKHARL, 2009; HALLIWELL, CHIRICO, 1993).

Além da degradacdo da matrix Ossea, a oxidacdo de lipideos também
contribui para a aceleragdo de um evento aterosclerético em pacientes com AR. O
aumento de citocinas inflamatorias promove lipolise, e, a liberacdo sistémica de
acidos graxos livres contribui para um quadro de dislipidemia nestes pacientes. A
oxidacdo da LDL e produtos finais de glicosilacdo avancada (AGE) promovem uma

26 | Graziela Biude Silva
Mestrado



super-regulacdo das moléculas de adesdo e quimiocinas contribuindo para o quadro
inflamatoério (HITCHON, EL-GABALAWY, 2004).

2.3 Zinco

2.3.1 Aspectos Gerais e Fisiolégicos

O zinco é um elemento-traco essencial e de grande importancia para a
nutricdo humana. Em 1934, a essencialidade do zinco foi demonstrada em ratos e,
em 1955, em seres humanos, com o reconhecimento pela comunidade cientifica,
gue até entdo nao considerava a possibilidade de deficiéncia deste elemento. Entéo,
em 1961, no Egito foi documentada pela primeira vez a ocorréncia de deficiéncia de
zinco em humanos (PRASAD, 2001; SALGUEIRO et al., 2000).

O conteutdo de zinco no organismo varia de 1,5 a 2 g, estando distribuido em
cerca de 85% nos musculos e 0ssos, com o0 restante no sangue, sendo 80% nos
eritrocitos e 16% no plasma (SANDSTROM, 1997; VALLE; FALCHUK, 1993).

Com relacdo ao seu metabolismo, o zinco é absorvido no segmento proximal
do intestino delgado, sendo este processo dependente da sua concentracdo no
limen. A captacdo deste elemento pela borda em escova do enterdcito € regulada
homeostaticamente por meio de dois mecanismos de transporte: difusdo simples e
processo mediado por carreadores, que variam de acordo com a concentracéo deste
mineral proveniente da dieta. O transporte mediado por carreadores prevalece
diante de baixas concentracdes de zinco na dieta, enquanto a absorcao por difuséo
simples predomina quando a concentracdo deste mineral é elevada. A absorcéo do
zinco dietético tem sido estimada em 20 a 40%. Apoés a absorcéo, o zinco € liberado
da célula intestinal através da membrana basolateral por meio de transportadores.
Em seguida, passa pelos capilares mesentéricos e € transportado para o sangue
portal (carreado pela albumina, ou ainda, por a-macroglobulina, transferrina, cisteina
ou histidina), de onde é captado pelo figado e distribuido aos demais tecidos. A
principal via de excrec¢do de zinco é pelas fezes, podendo ocorrer perdas tambéem
por descamacao epitelial, cabelo e ciclo menstrual (CHUNG; STOOKEY; DARE,
2008; COUSINS; MCMAHON, 2000; GEISSLER, 2005; JACKSON, 1989; KREBS;
HAMBRIGE, 2001).
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A manutencdo da homeostase do zinco é feita no sistema gastrointestinal,
especificamente no intestino delgado, figado e pancreas e € regulada por duas
proteinas, a proteina intestinal rica em cisteina (CRIP) e a metalotioneina (MT).
Diante da deficiéncia do mineral, a CRIP presente na mucosa intestinal desempenha
funcdo de carreador intracelular, ligando-se ao zinco quando este atravessa 0 meio
extracelular para o citosol do enterdécito e passa por difusdo em diregdo a membrana
basolateral. A metalotioneina, que regula a ligacdo do zinco com a CRIP, inibe a
absorcdo do mineral em concentracdes elevadas. Uma regulacdo na excrecao renal
também ocorre mediante uma ingestdo muito alta ou muito baixa de zinco,
ocasionando uma redistribuicdo tecidual e celular de zinco para favorecer a
homeostase (HEMPE; COUSINS, 1992; HENRIQUE; HIRATA; COZZOLINO, 2003;
KING; SHAMES; WOODHOUSE, 2000; MAFRA; COZZOLINO, 2004).

Alteracbes fisiolégicas, tais como desnutricdo energético-proteica,
insuficiéncia renal crbnica, queimaduras e anemia falciforme, também podem
interferir na absorcdo e no transporte de zinco e ocasionar uma deficiéncia deste
mineral. As manifestacdes clinicas mais comuns da deficiéncia de zinco sao:
anorexia, alteracdo do paladar e do comportamento, intolerdncia a glicose,
hipogonadismo, disfun¢gbes imunoldgicas, hipogeusia, retardo no crescimento e
atraso na maturagdo sexual (MOCCHEGIANE et al., 1995; PRASAD, 2009;
SALGUEIRO et al., 2000).

2.3.2 Funcao Antioxidante e Anti-inflamatoria

O zinco desempenha fung¢des importantes em nosso organismo, participando
na integridade e na protecdo de membranas celulares, prevencdo da peroxidacao
lipidica e atuando como componente estrutural e funcional de varias metaloenzimas
e metaloproteinas. Além disso, participa de reacbes do metabolismo celular que
envolvem processos fisiolégicos, como por exemplo, no sistema de defesa
antioxidante (MAFRA; COZZOLINO, 2004; PARKIN, 2004; SZCKUREK;
BJORNSSON; TAYLOR, 2001).

Uma deficiéncia de zinco a longo prazo torna o organismo mais suscetivel a
lesGes causadas pelo estresse oxidativo induzido pela producao de radicais livres e
pela inflamag&o cronica. Esta condicdo de deficiéncia aumenta os niveis de
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peroxidacdo lipidica nas membranas mitocondriais e a fragilidade osmotica das
membranas de heméacias (TAPIERO; TEW, 2003; VALLEE; FALCHUK, 1993).

O papel do zinco no sistema de defesa antioxidante pode ser atribuido a trés
mecanismos:

e Inducdo da expressdo de metalotioneina (MT): esta proteina, em condi¢cdes

de estresse oxidativo e inflamac&o crbnica, atua na regulacdo da transferéncia de
atomos de zinco para outras proteinas antioxidantes zinco-dependentes. Além disso,
auxilia na destoxificacdo de metais pro-oxidantes como cobre e ferro por meio de
grupamentos sulfidrilas.

e Protecdo de grupamentos sulfidrilas de proteinas de membranas celulares:

atua na defesa contra oxidacdo e inibicdo de produtos de EROs por antagonismo
com metais de transi¢cao pro-oxidantes (ferro e cobre).

e Superoxido dismutase: participa como cofator da enzima SOD presente no

citoplasma, compartimentos nucleares, mitocondrias e lisossomos de todas as
células. Esta enzima, por meio da reacdo de dismutacdo, catalisa a transformacéo
do radical «O,", em H,O, uma ERO menos prejudicial a célula.

(KLOTZ et al., 2003; MARREIRO, 2013).

Estudos relatam que o zinco atua também como um anti-inflamatoério por meio
de sua participacdo na cascata do NF-kB, inibindo a sua ativacdo através de uma
proteina dedo de zinco denominada A20. A proteina A20 inibe a expressao de TNF-
a e IL-1B induzidas pela ativagdo do NF-kB por meio da via do TRAF (Figura 3).
Outro mecanismo pelo qual o zinco pode inibir essa ativagdo € através da
diminuicdo da enzima fosfodiesterase-1, e do aumento do monofosfato de guanosina
ciclico, acarretando em um aumento da ativacdo da proteina kinase A, que por sua
vez, inibe a ativagdo do NF-kB (HEYNINCK; BEYAERT, 1999; KRIKOS; LAHERTY;
DIXIT, 1997; PRASAD, 2008; PRASAD et al., 2010).
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Fonte: adaptado de PRASAD,2008.

Legenda: ERO= espécie reativa de oxigénio; SOD= superoxido dismutase; MT= metalotioneina; LDLox= LDL
oxidada; NF-kB= fator nuclear kappa B; NIK= indutor de NF-«kB kinase; TRAF= fatores associados ao receptor de
TNF; PPAR-y= receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; VEGF= fator de crescimento do
endotélio vascular; EGFR= receptor do fator de crescimento epidérmico; IL= interleucina; iINOS= 6xido nitrico
sintase induzida; COX= ciclooxigenase. ICAM-I= molécula de adesao intracelular I; VCAM-I= moléculas de
adesao da célula vascular; clAP-2= inibidor de apoptose celular de proteina 2; TNF-a= fator de necrose tumoral

alfa; MCP-1= proteina quimiotatica de mondcitos 1.

Figura 3. O zinco como agente anti-inflamatério e antioxidante.

2.3.3 Fontes de Zinco

Entre as fontes alimentares que contribuem para ingestdo de zinco estao
ostras, mariscos, carnes de frango, bovina e de peixes, leite e derivados, legumes e

tubérculos. Em geral, frutas e hortalicas e outros vegetais sdo fontes pobres em
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zinco. Assim como outros nutrientes, a absor¢cdo de zinco pode ser afetada por
fatores dietéticos tanto de forma prejudicial, como € o caso do tanino, fitato e
oxalato, como de forma benéfica, como a presenca de proteinas na dieta
(LONNERDAL, 2000; YUYAMA et al., 2012).

2.3.4 Recomendacao de Ingestdo e Parametros de Aval iacao Nutricional
relativos ao Zinco

As recomendacgbes de zinco estabelecidas para a populagcdo variam de
acordo com o estagio de vida e género. A ingestdo dietética recomendada
(Recommended Dietary Allowance/RDA) para homens e mulheres adultos saudaveis
é de 11 mg/dia e 8 mg/dia, respectivamente. O limite superior toleravel de ingestédo
(Tolerable Upper Intake Level/UL) estabelecido é de 40 mg/dia (IOM, 2001).

Além da dieta, o estado nutricional do individuo relativo ao zinco pode ser
avaliado por meio de suas concentracbes plasmaticas, eritrocitarias, urinarias e,
ainda, por indicadores funcionais, como atividade de enzimas zinco-dependentes. As
enzimas comumente avaliadas incluem as metaloenzimas, a linfécito 5 -nucleotidase
derivada da célula de superficie CD73, a anidrase carbonica e a fosfatase alcalina
(GIBSON, 1990). A concentracao plasmatica de zinco € o biomarcador mais utilizado
nos estudos de avaliacdo do estado nutricional. O zinco ligado a proteinas como
albumina, a-macroglobulina e aminodcidos € considerado fonte priméaria desse
elemento para todas as células (EVANGELISTA, 2010). Altera¢des na concentracao
plasmatica deste mineral podem ocorrer em virtude de estresse, infeccoes,
inflamacédo, catabolismo, baixa ingestdo, hipoalbuminemia, entre outros. A
concentracdo de zinco no eritrocito, embora ndo seja um pardmetro bem
estabelecido para avaliagdo do estado nutricional dos individuos em relagdo ao
zinco, pode ser considerada um indicador para avaliacdo de alteracbes de médio a
longo prazo. Estudos mostram ainda que a excrecdo urinaria de zinco parece
responder a alteracbes no estado nutricional dos individuos em relagdo a este
mineral, entretanto é necessario que mais estudos confirmem esse fato
(COMINETTI; GARRIDO; COZZOLINO, 2006; LOWE; FEKETE; DECSI, 2009;
YUYAMA et al., 2012).
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Estudos que relataram a deficiéncia de zinco em pacientes com AR utilizaram
a concentracdo plasmatica ou sérica como unico biomarcador para determinacdo do
estado nutricional dos pacientes relativo ao mineral. Associa¢cdes positivas foram
encontradas entre as concentragcdes de zinco e de albumina sérica, VHS e
hemoglobina (ALA et al., 2009; BALOGH et al., 1980; HALIWELL et al.,1984;
HONKANEN et al., 1991;MUSSALO-RAUHAMAA et al., 1988).

Ainda sdo escassos ha literatura estudos que utilizam mais de um
biomarcador para avaliacdo do estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com
AR e que correlacionam estes dados com a ingestédo dietética. Neste caso, deve-se
levar em consideracéo também a influéncia dos parametros de atividade da doenca,
o tratamento farmacoldgico e o nivel de estresse oxidativo sobre as variaveis citadas
anteriormente para uma melhor avaliagdo dos pacientes com AR com relacado a este

micronutriente.

2.4 Superoéxido dismutase 3

A superoxido dismutase (SOD) é considerada a primeira e mais importante
linha de defesa do sistema enzimatico antioxidante. E a responsavel por dismutar o
anion «O," em H,O, que por sua vez é catalisado em H,O pelas enzimas catalase,
glutationas peroxidase e piroxirredoxinas (Figura 4). Atualmente, trés isoformas
desta enzima sdo conhecidas em mamiferos: SOD 1 (CuzZn-SOD) ou citosolica; SOD
2 (MnSOD) ou mitocondrial e SOD 3 (EC-SOD) ou extracelular. Embora catalisem a
mesma reacao, as diferentes localizacbes destas isoformas sdo importantes para
sinalizacdo redox compartimentada (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; ZELKO;
MARIANI; FOLZ, 2002).
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Legenda: SOD= superéxido dismutase; H>O,= perdxido de hidrogénio; O, = anion superoxido; CAT=
catalase; GPx= glutationa peroxidase; OH= radical hidroxila; H,O= &agua ; GSH= glutationa reduzida; GSSG=
glutationa oxidada; GRd= glutationa redutase; NADPH= fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina;
NAPDP=

Figura 4. Integracéo dos sistemas de defesa antioxidantes.

A EC-SOD é encontrada principalmente nos compartimentos extracelulares
como plasma, linfa, fluido cerebroespinal e liquido articular. E uma glicoproteina
levemente hidrofobica, estavel, com peso molecular de aproximadamente 135kDa e
estd presente em varios organismos como um tetramero. Esta enzima contém um
atomo de cobre e um de zinco por subunidade e ambos sdo necessarios para sua
atividade enzimatica. Além disso, possui alta afinidade com a heparina e outros
proteoglicanos na matriz extracelular e membrana plasmatica (KARLSSON;
LINDAHL; MARKLUND, 1988; ENGHILD et al., 1999; TIBELL; SETHSON;
BUEVICH, 1997; JENEY et al., 2005).

A EC-SOD é a principal enzima responsavel por impedir danos oxidativos
causados por radicais livres no meio extracelular. Esta isoforma esta localizada no
vaso sanguineo, mais especificamente entre o endotélio e o musculo vascular. Sua
expressdo em ceélulas vasculares pode sofrer alteracdes em resposta a estimulos de
citocinas, fatores de crescimento e estimulos vasoativos que incluem angiotensina ll,
oxido nitrico e homocisteina (FARACI; DIDION, 2004).

A atividade de enzimas antioxidantes como a SOD dependem na maioria das
vezes da participagdo de cofatores enziméticos, especialmente de origem dietética
(BARBOSA et al., 2010). Estudos realizados em humanos e animais mostraram que
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a ingestéo dietética de zinco pode alterar a atividade da EC-SOD. Nos casos de
baixa concentragdo plasmética do mineral, observou-se também uma baixa
atividade da EC-SOD. A suplementacdo com zinco aumentou 0s niveis séricos do
mineral, bem como a atividade da EC-SOD, sugerindo que esta enzima possa ser
um possivel biomarcador para avaliacdo do estado nutricional dos individuos em
relagdo ao zinco. Entretanto, este pardmetro ndo pode ser utilizado em individuos
que apresentam doencas renais, hepaticas e diabetes mellitus devido a atividade
desta enzima ser elevada ou normal nestes pacientes (DAVIS; MILNE; NIELSEN,
2000).

MARKLUND et al. (1986) observaram que a EC-SOD é a principal isoenzima
no fluido sinovial, representando 80% da atividade das superéxidos dismutase em
individuos normais. Este estudo mostrou que em pacientes com AR, a atividade da
EC-SOD estava reduzida em 50%. Entretanto, os estudos que avaliaram a atividade
total da SOD e a EC-SOD ainda s&o controversos, apresentando grandes variagoes
(FATTMAN et al., 2003; KARATAS et al. 2003; TAYSI et al., 2002).

O gene para EC-SOD humana esta localizada no cromossomo 4 (regido
4921) com 3 éxons e 2 introns e compartilha de 40 a 60% de similaridade com o
gene da SOD1 em nivel de éxon. A regido promotora contém varios elementos
regulatorios, incluindo dois elementos de resposta antioxidante potencial, sitios de
ligacdo AP-1 e elementos de resposta a xenobidticos (FOLZ; CRAPO, 1994;
NOZICK-GRAYKE; SULIMAN; PIANTADOSI, 2005).

Em alguns individuos foi observada uma substituicdo do aminoacido arginina
(Arg) por uma glicina (Gli) na posi¢édo 213 (cédon 213 CGG—GGG) no centro do
grupo terminal carboxila da EC-SOD em humanos. Esta alteracdo resulta em
prejuizo na ligacdo da enzima com a heparina na superficie das células endoteliais,
resultando em um aumento (cerca de 8 a 15 vezes) na concentracdo plasmatica da
enzima, com consequente reducao da atividade antioxidante na parede vascular e
diminuicdo da protecdo antioxidante no vaso (ADACHI; WANG, 1998; ADACHI;
YAMADA; YAMADA, 1996; FATTMAN et al., 2008; FOLZ; CRAPO, 1994).

A atividade enzimética da EC-SOD parece nao estar alterada diante da
presencga do polimorfismo, entretanto observou-se uma relagéo entre esta mutacao e
a ocorréncia de algumas doencas (SANDSTROM et al., 1994).
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Estudos mostraram que h& uma associacdo positiva entre o polimorfismo
Arg213Gli e doenca isquémica do coracado, polineuropatia diabética, polineuropatia
amiloidética familiar tipo 1 e aterosclerose em pacientes em hemodialise. Este
polimorfismo ja foi relatado em populacdes australianas (3%), suicas (4%) e
japonesas (6%) (JULL et al., 2004; NAKAMURA et al., 2005; SAKASHITA et al.,
1998; SANDTROM et al., 1994; STROKOV et al., 2003).

A tabela 1 mostra a frequéncia dos gendtipos em estudos que avaliaram este

polimorfismo em algumas popula¢cées mundiais.

Tabela 1. Frequéncia dos gendétipos do polimorfismo Arg213Gli no gene da
EC-SOD em diferentes populacfes. Sédo Paulo, 2013.

x Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Autor Ano Populacéo de Estudo Arg/Arg (%) Arg/Gly (%) Gly/Gly (%)
CHISTYAKOV et 2001 82 diabéticos com neuropatia 19,5% 61% 19,5%
al. 84 diabéticos sem neuropatia 25% 63,1% 11,9%
54 pacientes dl_abe_tlcqs_ com 37% 59.2% 3.7%
STROKOV et al. 2003 polineuropatia diabética
54 Controles 16,7% 64,8% 18,5%
86 dlabetlcos_ com polineuropatia 27.9% 59.3% 12.8%
ZOTOVAetal. 2003 diabética
94 diabéticos sem polineuropatia 9,7% 71% 19,3%
JUULetal. 2004 9188 participantes do 97,6% 2,4% 0,02%

Copenhagen City Heart Study

144 com ateroma significante

SAMOILA etal. 2008 o 98,3% 1,7% -
150 sem ateroma significante

GRAMMER et 2009 3211 individuos com doenca

; : 94,4% 5,5% 1,0%
al. arterial coronariana

O presente trabalho levantou a hipétese de que poderia existir uma
associacdo entre o estado nutricional do individuo relativo ao zinco, o estresse
oxidativo, o polimorfismo Arg213Gli e a suscetibilidade para DCV nestes pacientes,
ja que ndo h& estudos na literatura a respeito da associacdo destes parametros.
Como ja descrito anteriormente, a presenca do alelo variante esta associada a uma
reducdo da afinidade da enzima EC-SOD com a heparina, diminuindo a protecao
antioxidante nos vasos. Assim, o acumulo de radicais livres na parede do endotélio
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vascular pode levar a formacdo de placas de ateroma e, posteriormente, a uma

obstrucdo da artéria, aumentando ainda mais o risco para um evento aterosclerotico.
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3. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Pacientes com AR apresentam niveis elevados de estresse oxidativo.

O estado nutricional dos pacientes com AR em rela¢@o ao zinco est4 alterado.

A atividade total da enzima superoxido dismutase varia em funcdo do

polimorfismo Arg213Gli no gene da EC-SOD.

A presenca do alelo variante (Gli) aumenta os niveis de estresse oxidativo e o

risco cardiovascular em pacientes com AR.
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4.

OBJETIVOS

4.1Geral

Avaliar o estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com artrite

reumatoide e sua relacdo com o estresse oxidativo e o polimorfismo Arg213Gli no
gene da EC-SOD.

4.2 Especificos

Avaliar o estado nutricional geral dos pacientes por meio do IMC e
bioimpedancia elétrica;

Avaliar o consumo alimentar de zinco e macronutrientes, e a adequacéao
nutricional da dieta dos pacientes;

Determinar o estado nutricional dos pacientes em relacéo ao zinco e
marcadores de estresse oxidativo;

Determinar a atividade das enzimas superoxido dismutase eritrocitaria e
glutationa peroxidase no sangue total dos pacientes;

Determinar a frequéncia do polimorfismo Arg213Gli no gene que codifica para
a enzima EC-SOD;

Verificar se o polimorfismo Arg213Gli tem influéncia no estado nutricional dos
pacientes em relacdo ao zinco e na atividade eritrocitaria total da superoxido
dismutase;

Correlacionar os parametros analisados de acordo com o gendétipo.
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5. CASUISTICA
5.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo sob protocolo n® 567 em
29/03/11. Todas as participantes que aceitaram participar da pesquisa receberam e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apés todos os

esclarecimentos sobre o estudo.

5.2 Amostragem e selecao da amostra

O estudo é de natureza caso-controle o qual foi composto de um grupo de
pacientes com AR (grupo caso) e um grupo de individuos saudaveis (grupo
controle).

O calculo amostral foi realizado pelo Instituto de Mateméatica e Estatistica da
Universidade de Séao Paulo. O tamanho amostral foi calculado a partir de dados de
uma amostra piloto de 16 participantes com AR considerando as seguintes variaveis:
zinco plasmatico e eritrocitario, glutationa peroxidase no sangue total e superéxido
dismutase eritrocitaria, indice de massa corpoérea, atividade da doenca, idade e
tempo de diagnostico da doenca. E importante ressaltar que este célculo n&o levou
em consideracédo a frequéncia do polimorfismo estudado, pois ndo existem dados na
populacdo brasileira. Foi realizada uma analise descritiva unidimensional para
posterior analise inferencial com o objetivo de identificar um modelo de regressao
linear multipla e utilizar a estimativa do desvio padréo do erro no célculo do tamanho
amostral. Este calculo foi realizado em funcdo de dois tipos de erro: o erro de
precisao (B) de 0,5%, e o erro tipo | (a), de 5%. Assim, a analise inferencial concluiu
gue é possivel haver um modelo que relacione niveis de zinco com a atividade da
AR com um tamanho amostral de 58 participantes. Para efeito de comparacéao,
foram incluidos no estudo 56 individuos saudaveis, com caracteristicas como sexo e
recomendacao nutricional de zinco equiparaveis aos pacientes com AR, que fizeram
parte do grupo controle.

Para o grupo caso, foram selecionadas 59 mulheres diagnosticadas com AR

que fazem acompanhamento clinico no setor de reumatologia do Hospital Sao
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Paulo/UNIFESP. O grupo controle foi composto por 56 mulheres saudaveis
recrutadas no campus da cidade universitaria da USP.

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo para 0 grupo caso:
pacientes com idade entre 19 e 70 anos diagnosticadas com AR, segundo critérios
estabelecidos pelo American College of Rheumatology (ACR); que tinham uma
estabilidade farmacologica (DMCDs) de pelo menos 3 meses; que néao
apresentavam doencas que poderiam interferir no estado nutricional relativo ao zinco
como cancer, disturbios da tireoide e doenca renal; ndo ser tabagista e que néo
utilizassem suplemento vitaminico-mineral, exceto célcio e vitamina D. Para o grupo
controle, as mulheres ndo deveriam ter historico clinico de AR, ndo fazer uso de
suplemento vitaminico-mineral e ndo apresentar doencas associadas como diabetes

mellitus, doenca da tireoide, hepatica ou renal.

5.3 Protocolo Experimental

Uma pré-selecdo das pacientes foi feita por meio de consulta no prontuario
eletronico interno disponivel no setor de reumatologia do Hospital Sdo Paulo. No dia
da consulta, a avaliacdo do grau da atividade da doenca e as condutas necessarias
foram feitas pelos médicos do ambulatério e, apds confirmacédo dos critérios de
inclusdo para esta pesquisa, foi feito o convite para participagéo no estudo. O grupo
controle foi recrutado por meio da divulgacdo da pesquisa através de cartazes
fixados nos murais da universidade.

ApOs aceitar a participacédo no estudo foi entregue o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Neste mesmo dia foi entregue o frasco para coleta de
urina 24 de horas com todas as orientacdes necessarias. Apos esclarecimentos, foi
agendado o dia para coleta do material biolégico. Quando ndo era possivel
conversar com a paciente logo apos a consulta, o contato e esclarecimentos eram
feitos por telefone.

No dia da coleta do material bioldgico foi feita a antropometria por meio da
afericdo de peso e estatura, e realizada a bioimpedancia elétrica. Neste mesmo
momento, um recordatorio alimentar de 24 horas ja era preenchido e os outros dois
eram feitos por telefone. O frasco com a coleta da urina de 24 horas também era

entregue nesta data pela paciente ao pesquisador.
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Os mesmos procedimentos foram adotados para o grupo controle.

A figura 5 ilustra as etapas, bem como as andlises realizadas neste estudo.
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Procedimentos Eticos da Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
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Figura 5. Fluxograma das atividades desenvolvidas na pesquisa.
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1 Avaliacdo Antropométrica

6.1.1 Peso

Utilizou-se uma balanca antropométrica com graduacdo de 100g, onde os
participantes foram posicionados no centro da balanca, descal¢os, usando a menor
quantidade de roupa possivel, em posicdo ereta e com o0s bracos estendidos ao

longo do corpo.

6.1.2 Estatura

Foi aferida utilizando um estadidmetro contido na propria balanca, onde o
participante deve ficar em pé com os pés juntos, descalgos e bragos estendidos ao
longo do corpo, olhando para a linha do horizonte com a cabec¢a formando um

angulo de 90°.

6.1.3 indice de Massa Corporea (IMC)

Foi calculado dividindo-se o peso atual pela estatura ao quadrado, sendo que
0 peso foi dado em quilogramas e a altura em metros, e o resultado foi analisado de
acordo com a classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2000).

6.1.4 Bioimpedancia Elétrica

Os individuos ficaram deitados, em decubito dorsal, com as pernas e 0s
bracos afastados do corpo. Apos a limpeza da pele, foram colocados os dois
eletrodos (um distal e outro proximal) no pé direito: o eletrodo distal na base de dedo
médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do tornozelo,
entre os maléolos medial e lateral da tibia; e na méo direita: o eletrodo distal na base
do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulacdo do

punho, coincidindo com o processo estiloide.
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6.2 Avaliagdo do Consumo Alimentar

Para avaliacdo do consumo alimentar foram aplicados trés recordatorios
alimentares de 24 horas, com a anotacdo de todos os alimentos consumidos em
dois dias alternados durante a semana e um dia no final de semana. A analise dos
alimentos consumidos pelos participantes da pesquisa foi feita por meio do software
NutWin, do Departamento de Informatica da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP
e a adequacao das dietas sera realizada por meio das Dietary Reference Intakes
(2000), considerando os macronutrientes e o zinco.

A necessidade estimada de energia (EER) foi calculada a partir da formula
(I0M, 2002):

EER (kcal) = 354,1 — (6,91 x idade [a]) + coeficiente de atividade fisica x (9,36 x peso [kg]

+726 x estatura [m])

6.3 Coleta de Material Biol6gico

6.3.1 Sangue

A coleta de sangue foi realizada em um ambiente adequado (UNIFESP) por
um profissional de enfermagem. Amostras de 20mL foram colhidas no periodo da
manha, entre 7 e 9 horas, com as participantes em jejum de cerca de 10 horas. As
amostras de sangue foram destinadas as analises de zinco, de marcadores de
estresse oxidativo, do perfil lipidico e do polimorfismo Arg231Gli.

Apés a coleta, o plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo a
3000 rpm durante 15 minutos a 4°C e acondicionados em tubos de polipropileno e,
armazenados a -80°C para posterior analise.

Em seguida, a massa eritrocitéria obtida do sangue total foi lavada trés vezes
com 5mL de solugdo salina a 0,9%, homogeneizada lentamente por inversdo e
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado.
Apos a ultima centrifugacéo, a solucéo salina foi aspirada, e a massa de eritrocito foi
cuidadosamente extraida com micropipeta e colocada em tubos de polipropileno, e

armazenada a -80°C até o momento da analise.
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6.3.2 Urina de 24 horas

A amostra de urina foi coletada em frasco previamente desmineralizado e
entregue as participantes para que a coleta fosse realizada em domicilio. As
participantes foram orientadas quanto a forma correta de coletar e armazenar a urina
até o momento da entrega para o pesquisador. Ao receber as amostras de urina, 0
volume total do frasco foi medido e anotado. Para as andlises de zinco foram
separados trés tubos de 15mL da amostra e em seguida o material foi armazenado a
temperatura de -20°C. Em tubos de polipropileno foram feitas duas aliquotas de 2mL
para a analise de creatinina e outras duas aliquotas de 1mL para a analise de 8-
isoprostano, sendo posteriormente armazenados a temperatura de -80°C até o

momento da analise.

6.3.3 Controle de Contaminacéo

Toda a vidraria, plasticos, ponteiras e tubos para analises de zinco foram
desmineralizados em banho de &cido nitrico a 20%, por no minimo 12 horas, e foram
enxaguados 10 vezes consecutivas com agua nanopura, minimizando assim a
contaminacao por minerais. Os materiais utilizados nas demais determinagdes foram
adquiridos DNase free ou eram submetidos a um processo de esterilizacdo em

autoclave.

6.4 Andlises Bioquimicas

6.4.1 Parametros bioquimicos para avaliacdo de zinc o

6.4.1.1 Determinacao de zinco no eritrocito

A determinac@o de zinco eritrocitario foi realizada por meio do método de
espectrofotometria de absor¢cdo atbmica com chama, proposta por Whitehouse et al.
(1982). Uma aliquota de 400pL de massa eritrocitéria foi diluida em agua Milli-Q® na
proporcdo de 1:3. Dessa diluicdo foram retirados 400uL que foram diluidos em
3,6mL de agua Milli-Q® Essa ultima diluicio foi feita em triplicata e as amostras
foram aspiradas na chama do aparelho. Para preparacdo da curva de calibragéo, foi
utilizado HNO3® (MERCK) diluido em agua Milli-Q®, nas concentracdes 0,0; 0,01;
0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 ng/mL. Os resultados foram expressos em pgZn/gHb e
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para isso, foi determinada ainda a concentracdo de hemoglobina das amostras por
espectrofotometria.

6.4.1.2 Determinacao de zinco no plasma

A determinacdo da concentracdo de zinco plasmatico foi realizada por meio
do método de espectrofotometria de absorcdo atbmica com chama, proposta por
Rodriguez et al. (1989). Foram retiradas trés aliquotas de cada amostra do plasma,
as quais foram posteriormente diluidas em agua Milli-Q® na proporcdo de 1:2 e
aspiradas na chama do aparelho. Para preparagdo da curva de calibracdo, foi
utilizado Glicerol® a 3% (MERCK) diluido em agua Milli-Q®, nas concentracdes 0,0;
0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 € 0,5 ug/mL. Os resultados foram expressos em pg/dL.

6.4.1.3 Determinagao de zinco na urina

A determinagéo da concentragédo de zinco na urina foi realizada por meio do
método de espectrofotometria de absorcdo atbmica com chama, proposta por
Kiilerich et al. (1980). Depois de descongeladas, as amostras foram centrifugadas a
6000 rpm por 6 minutos para que para que todo sedimento presente no material
fosse decantado, evitando possiveis interferentes na andlise. Em seguida, as
amostras forma diluidas em agua Milli-Q® na proporcdo de 1:2 e o contetdo foi
aspirado diretamente na chama do aparelho, realizando-se trés leituras por amostra.
Para preparacdo da curva de calibrac&o, foi utilizado Glicerol® (MERCK) diluido em
agua Milli-Q® nas concentracées 0,0; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 pg/mL. Os
resultados foram expressos em pgzZn/24hs.

6.4.2 Determinacgéo da atividade enziméatica

6.4.2.1 Superoxido dismutase
A atividade da superéxido dismutase foi determinada nos eritrécitos, pelo
meétodo in vitro, em um analisador bioquimico (Labmax 240), usando um Kkit
disponivel comercialmente (Ransod; Randox Laboratories, UK), conforme
metodologia recomendada pelo fabricante. Este método emprega xantina oxidase
para gerar radicais O, que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4nitrofeno)-5-cloreto de
feniltrazol (INT) para formar vermelho formazan. Por meio do grau de inibicdo dessa
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reacdo é medida a atividade da superoxido dismutase. O eritrocito foi diluido 300
vezes em tampéo fosfato 0,01 mol/l (pH 7,0), de forma que a % de inibicdo ficasse
entre 30% e 60%. Para tanto, foram preparados além da amostra, o substrato misto,

tampdao, xantina oxidase e o padréao. Os resultados foram expressos em U/gHb.

6.4.2.2 Glutationa peroxidase

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi determinada no sangue total.
Essa andlise foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Paglia &
Valentine (1967), em um analisador bioquimico (Labmax 240), usando um Kit
disponivel comercialmente (Ransel; Randox Laboratories, UK). Esta técnica baseia-
se na oxidacao da glutationa pelo peroxido de hidrogénio. Na presenca da glutationa
redutase e NADH, a glutationa oxidada é imediatamente convertida a forma reduzida
com concomitante oxidacdo de NADH (reduzindo NADPH a NADH®). Também foi
determinada a concentracdo de hemoglobina, uma vez que a atividade da enzima foi

expressa em U/gHb.

6.4.3 Determinacéo da concentracdo de isoprostanos (8-iso PGF2 a)
urinério
As concentracdes urinarias deste marcador foram determinadas por ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) com kit 8-isoprostane EIA® (Cayman
ChemicalCo). ApGs a coleta do material, 1ImL da amostra foi aliquiotado em um tubo
de polipropileno e em seguida acrescentado 10uL de butil-hidroxi-tolueno (BHT)
0,005%. Até o momento da analise o material foi estocado a -80C. A analise foi
realizada de acordo com o protocolo de analise fornecido pelo fabricante. A leitura
das placas foi realizada em um leitor de microplaca (modelo Synergy H1, Bioteck®)

a um comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram expressos em ng/mmol
de creatinina (PROUDFOOQOT et al., 1999).

6.4.4 Determinacéo da creatinina urinaria

A creatinina urinaria foi determinada por meio de kit comercial (Creatinina K,
Ref, 96, Labtest) em um analisador bioquimico (Labmax 240). ApOs a coleta da
urina, duas amostras de 1mL foram separadas em dois tubos de polipropileno e em
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seguida armazenadas a -80°C para posterior analise. Antes da analise as amostras
de urina foram centrifugadas a 6000 rpm por 6 minutos, para que todo sedimento
presente no material fosse decantado no tubo de polipropileno a fim de evitar
interferentes nos resultados. O método utilizado é baseado na reacédo da creatinina
com o picrato alcalino (reacdo de Jaffé) o qual produz um cromoégeno vermelho que
pode ser medido fotometricamente.

6.4.5 Determinagédo da Capacidade Total de Ligagdo d o Ferro, Transferrina,
Saturacao da Transferrina e Ferro Sérico

As analises de capacidade de ligacdo do ferro e ferro sérico foram feitas
através de kits disponiveis comercialmente (IBC Liquiform Ref. 92 e Fe Liquiform
Ref.91, Labtest) em um analisador bioquimico (Labmax 240). Para determinacéo da
capacidade total de ligacao do ferro, transferrina e saturacdo da transferrina foram
feitos os seguintes calculos:

Capacidade total de ligacdo do ferro (ug/dL) = capacidade de ligacdo do ferro
(ug/dL) + Fe sérico (ug/dL).

Transferrina (mg/dL) = capacidade total de ligac&o do ferro (pg/dL) x 0,7.

Saturacdo da Transferrina(%) = (Fe seérico (ug/dL)- capacidade total de

ligacdo do ferro (ng/dL)) x100.

6.4.6 Determinacado da proteina C reativa (PCR), vel ocidade de
hemossedimentacéo (VHS) e albumina sérica

A determinacéo destes parametros bioquimicos foi realizado pelo Laboratério
Central do Hospital S&do Paulo da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP e foi
coletado do prontuério eletrénico do paciente.

6.4.7 Determinacgédo da fracao lipidica

As concentracbes de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e
triglicerideos foram realizados em um analisador bioquimico (Labmax 240),
utilizando kits disponiveis comercialmente (Labtest). A fracdo VLDL foi calculada
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utilizando-se a equacéo de Friedwald et al. (1972), onde: LDL-c = CTc - (VLDLc +
HDLc) e VLDLc = Triacilglicerol/5.

6.4.8 Determinacé&o do risco cardiovascular

Para determinacdo do risco de doenca cardiovascular, foram utilizados os
indices de Castelli | e Il. Os indices de Castelli | e Il correspondem a razédo entre o
colesterol total e o HDL-colesterol e a razdo entre LDL-colesterol e HDL-colesterol,
respectivamente (CASTELLI, 1988).

6.4.9 Determinacéo do polimorfismo Arg213Glinogen e da SOD3

Primeiramente, foi realizada a extracdo de DNA utilizando um kit comercial
(PureLink Genomic DNA — Invitrogen, Life Technologies). Apds a extragdo, o DNA
foi quantificados em um Nanodrop (ND-1000) e foram analisados os dados de
concentracdo (ng/puL) e a razdo 260/280. Considerou-se uma razao adequada
aquelas cujos valores ficaram acima de 1,7. O DNA foi armazenado a -20°C.

A analise de genotipagem da populacdo do estudo foi feita por PCR em
Tempo Real com sondas Tagman e primers especificos para o SNP estudado. A
concentracdo dos ensaios foi de 40x. Para o preparo do mix da reacéo, para cada
amostra, foram utilizados 10uL de Master Mix 2x, 0,5uL de Tagman Assay 40x e
7,5uL de H,O autoclavada. Em seguida a placa foi montada e inserida no aparelho
de Real Time para leitura.

6.5 Andalise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada no software SPSS versao
14.0. Inicialmente foram feitos testes de normalidade através do teste de
Kolmogorov-Smirnov, e de homogeneidade de variancia com o teste de Levene.
Para a andlise de comparacdo de médias dos parametros estudados entre grupo
caso e controle utilizou-se o teste t de Student para as variaveis que eram normais e
homogéneas e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para amostras
heterogéneas, ou seja, eram normais e ndo homogéneos, e para as amostras nao

normais e ndo homogéneas. Testes de correlagbes lineares de Pearson ou
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Spearman foram feitos de acordo com a normalidade e homogeneidade de variancia
dos dados, considerando valores significativos abaixo de 5%.

Com o objetivo de identificar uma correlacdo entre o consumo alimentar de
zinco e os parametros bioquimicos independentes da ingestdo de energia, os dados
de zinco da dieta foram ajustados pela energia e também pela variabilidade
intrapessoal. Os macronutrientes, carboidrato, proteina e lipideo também foram
ajustados pela energia e variabilidade.

O ajuste energético foi feito pelo método residual (JAIME et.al., 2003). Para
isto, testou-se a normalidade das variaveis pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e
aplicou-se o teste de correlacdo de Pearson para verificar se havia correlagéo
estatisticamente significativa entre a energia e os nutrientes ingeridos. Em seguida,
realizou-se uma regressado linear simples entre a energia ingerida, como variavel
independente, e o valor absoluto de cada nutriente, como variavel dependente. Com
os coeficientes 0 e B1 obtidos pela regresséo linear, determinaram-se os valores
dos nutrientes estimados, residuais, constantes e ajustados.

A normalidade dos nutrientes ajustados pela energia foi testada utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov. A seguir, utilizou-se o teste de andlise de variancia
(ANOVA) para obtencédo das varidveis intra e interpessoal e da variancia total da
distribuicdo. Assim, a distribuicdo dos nutrientes foi ajustada e a variagéo
intrapessoal removida.

Logo apos os ajustes, a média do valor final dos nutrientes foi igual a sua
forma bruta, porém o desvio padrdo diminuiu. Foi aplicado também um teste de
correlacdo linear de Pearson entre o consumo energético e os nutrientes ajustados
e, observou-se uma reducdo na correlacio do consumo energético e da

variabilidade intrapessoal na ingestao destes ultimos.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para este estudo foram selecionadas 59 pacientes diagnosticadas com AR e
56 mulheres consideradas saudaveis. A média (DP) de idade das participantes do
grupo com AR foi de 55,2 (10,8) anos e do grupo controle, 35,5 (9,9) anos.

Com relacdo as caracteristicas das pacientes com AR, o tempo médio (DP)
da doenca e a idade média (DP) do diagnostico entre as participantes foi de 18,3
(12,1) e 37,1(13,4) anos, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas da doenca das pacientes com AR. Sao Paulo, 2013.

Tempo da ' Iglac_ie do R_igidez_ DAS28

Variavel Doenca (anos)  Diagnostico (anos) Matinal (min)
n=58 n=58 n=57 n=47
Média 18,3 37,1 13,2 3,5
Mediana 16,0 39,0 0,0 3,2
DP! 12,1 13,4 43,5 0,9
Vmin 2 1,0 10,0 0,0 2,3
Vmax3 51,0 65,0 240,0 5,4

n= nuamero de participantes; * DP: desvio padrdo; 2Vmin: valor minimo; 3 Vmax: valor maximo
Legenda: DAS28= Disease activity score 28.

Com relagdo a outros parametros de avaliacdo da doenca, 74,1% das
pacientes nao possuem erosbes nas articulacbes e 83,0% apresentam fator
reumatoide positivo (Figura 6).

u Fator
Reumatoéide

Presenca de Soro-positivo

Erosodes Fator
Reumatoide

Soro-negativo

AR Nao
Especifica

m Sem Erosbes

Figura 6. Distribuicdo percentual do fator reumatoide e presenca de erosdes

nas pacientes com AR. S&o Paulo, 2013.
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A avaliagdo de parametros bioquimicos também € importante para auxiliar na
definicédo tanto do grau de atividade quanto da evolucao da doenca a cada consulta.

A PCR é um marcador de resposta rapida que reflete a extensao do processo
inflamatorio e é utilizado no estabelecimento do diagndstico. Concentracdes séricas
elevadas da PCR no inicio da AR indicam uma doencga erosiva progressiva e um pior
prognostico. Ja o VHS, indica o aumento de proteinas de fase aguda, como o
fibrinogénio, e reflete a atividade da doenca no periodo de algumas semanas.
Alguns fatores podem influenciar nas concentracdes deste biomarcador como idade,
sexo e anemia (NETO, CARVALHO, 2009). Além disso, os dados de PCR e VHS
sdo importantes para o calculo do DAS28. A albumina, um biomarcador inflamatério
negativo durante a resposta de fase aguda, tem suas concentracdes plasmaticas
diminuidas em doencas inflamatérias devido a fatores como hemodiluicdo, aumento
da permeabilidade vascular, aumento do consumo celular local e menor sintese,
resultante da inibicdo por citocinas. Neste estudo, os dados referentes a estes
parametros foram obtidos do prontuario eletrébnico de cada paciente, entretanto
estes nem sempre estavam disponiveis. A tabela 3 mostra os valores de PCR
(mg/L), VHS (mg/dL) e albumina (g/dL).

Tabela 3. Concentragbes séricas de proteina C reativa, velocidade de

hemossedimentacédo e albumina das pacientes com AR. Séo Paulo, 2013.

PCR® VHS ® Albumina

Variavel (mg/L) (mg/dL) (g/dL)

n=55 n=57 n=58
Média 8,1 23,5 4,2
Mediana 4.2 20,0 4,2
DP! 9,1 16,6 0,4
Vmin? 0,1 1,0 2,2
Vmax? 37,2 91,0 4,9

n= numero de participantes; ! DP= desvio padrdo; 2 Vmin= valor minimo; 3 Vmax= valor maximo; 2 PCR= proteina
C reativa; P VHS= velocidade de hemossedimentacao.

PCR - valor de referéncia (adultos) = até 1,00 mg/L;

VHS — valor de referéncia (adultos) = até 20mm;

Albumina — valor de referéncia (adultos) = 3,5 a 5,2 g/dL.
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Os dados do DAS28, parametro utilizado para avaliacdo do grau de atividade
da doenca, também foram obtidos do prontuario eletrdbnico com a data da consulta
mais proxima a da coleta do material biolégico. No entanto, nem sempre estes
dados estavam disponiveis. Ao analisar os dados obtidos, observou-se que das 55
pacientes que tinham o dado em seu prontuario, 50,9% estavam em remissao da
doenca (Figura 7).

)

a1

o

o
1

Remissdo  Atividade Leve Atividade Atividade
Moderada Intensa

Classificacdo do DAS28
(n=55)

Figura 7. Distribuicdo percentual da classificacdo da atividade da doenca de
acordo com o DAS28 das pacientes com AR. Séo Paulo, 2013.

Como ja descrito anteriormente, a terapia medicamentosa € o principal
tratamento da AR. Na tabela 4 esta representada a relagdo dos medicamentos
utilizados pelas pacientes durante a pesquisa.

Com relacdo as DMCDs, faziam uso de drogas sintéticas e biologicas 77,6%
e 24,1% das participantes, respectivamente. O farmaco mais utilizado entre as
DMCDs, em geral, foi o MTX, relatado por 51,7% das pacientes. A associagao entre
DMCDs foi observada em 33,9% das participantes, sendo a combinacdo mais
referida entre os farmacos MTX e leflunomida. Estavam em uso de corticoides
29,3% das pacientes. Além das drogas para o tratamento da doenca, destaca-se 0

uso de suplementacgédo de calcio, que deve ser considerado principalmente mediante
0 uso de corticoides.

53| Graziela Biude Silva
Mestrado



Tabela 4. Medicamentos utilizados pelas pacientes com AR. S&o Paulo, 2013.

Porcentagem

Classe (%)
n= 59

DMCD 91,4
Acido Félico 51,7
Prednisona 29,3
Ciclobenzaprina 13,8
Carbonato de Célcio 55,2
Colecalciferol 39,7
Alendronato 27,6
Vitamina D 29,3
Antihipertensivo 41,4
Antilipidemicos 36,2
Antidepressivos 19,0
Diurético 20,7

n= numero de participantes; DMCD= droga modificadora do curso da doenca.
Além da AR, as pacientes deste estudo apresentam outras comorbidades
associadas a doenca, o que pode levar a incapacidade funcional e também
contribuir para uma maior mortalidade. Nesta pesquisa, 60,3% das participantes sao
hipertensas e, 36,2% e 32,8% apresentaram diagndstico de osteoporose e

fibromialgia, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Distribuicdo percentual de doencas associadas das pacientes com
AR. Sao Paulo, 2013.
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A prevaléncia de hipertensao arterial sistémica (HAS) e angina em pacientes
com AR aumentam o risco de uma doenca vascular subclinica, que é caracterizada
pela prevaléncia de doenca arterial periférica e anormalidades eletrograficas. A
inflamacéo é considerada um fator de risco cardiovascular independente no caso
desta doenca. Os elevados niveis de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias ao
estimular a expresséo especifica de receptores de membrana que lesam as células
endoteliais contribui com a formacdo da placa aterosclerética e acelera o processo
de aterosclerose (DORIA et al., 2005; LIBBY et al., 2002; POZZI, 2012).

A avaliagao nutricional tem por objetivo estabelecer situacdes de risco ou de
distarbios nutricionais ja estabelecidos para que possa ser feito uma estimativa das
necessidades nutricionais do individuo e/ou a via de terapia nutricional mais
adequada (SARNI, 2011).

O método utilizado para avaliacdo nutricional das participantes deste estudo
foi o IMC e a bioimpedancia elétrica. O IMC é considerado um indice importante na
AR pois além de ser um fator de influéncia para doencas cardiovasculares, também
esta relacionado com o estado funcional , dor e incapacidade de trabalho do
paciente em virtude da doenca. A bioimpedancia elétrica, considerada um método
confidvel, pratico, objetivo e j& validado em varios estudos, foi utilizada para estimar
a porcentagem de gordura corporal e de massa magra das participantes do estudo.
(STAVROPOULOS-KALINOGLU et al.,2007;WOLFE; MICHAUD, 2012)

De acordo com o IMC, entre as pacientes com AR, 9,1% estavam eutroficas,
58,2% com sobrepeso, 30,9% com obesidade e 3,6% com baixo peso. Com relacao
ao grupo controle, 73,2% estavam eutrdéficas, 21,4% com sobrepeso, 1,8% com
obesidade e 3,6% com baixo peso. A tabela 5 mostra os valores de peso (kg),
estatura (m), IMC (kg/(m)?), porcentagem de gordura (%) e massa magra (kg) das
participantes do estudo.

Os valores médios de peso, estatura, IMC e porcentagem de gordura corporal
foram significativamente maiores nos pacientes com AR do que no grupo controle
(Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliagédo nutricional e da composi¢ao corporal dos pacientes com
AR e do grupo controle. Sdo Paulo, 2013.

o M Ggimy GO MM

Caso n=55 n=55 n=55 n=55 n=55
Média 65,2 1,6 26,7 35,2 41,9

Mediana 64,1 1,6 25,7 35,3 41,3

DP! 10,8 0,1 4,2 6,0 7,3

Vmin2 46,0 1,4 19,1 21,7 22,2

Vmax? 97,0 1,7 39,9 48,0 57,5

Controle n=56 n=56 n=56 n=56 n=56
Média 60,6 1,6 23,4 32,0 41,2

Mediana 60,6 1,6 23,7 32,3 40,8

DP! 8,1 0,1 2,9 5,8 4,9

Vmin2 44,9 1,5 18,5 17,2 31,0

Vmax? 83,9 1,8 34,3 48,5 52,9

D <0,001° <0,001" <0,001° 0017 0,383°

n= ndmero de participantes; 1DP= desvio padrdo; 2V min= valor minimo; 3V max= valor maximo; IMC= indice de
Massa Corpdrea; CG= gordura corporal; MM= massa magra.

8 Teste de Mann-Whitney considerando valor significativo p<0,05.
T Teste T-Student para amostras independentes considerando valor significativo p<0,05.

*Classificacdo de acordo com Stavropoulos-Kalinoglou,et al. (2007).
**Classificacdo de acordo com WHO (2000).

Para classificacdo do IMC das pacientes com AR utilizou-se o ponto de corte
para sobrepeso e obesidade estabelecido por STAVROPOULOS-KALINOGLOU, et
al. (2007). Este estudo estabeleceu uma nova classificagdo baseada em uma
condicdo frequentemente observada entre os pacientes com AR, denominada
caquexia reumatoide. Esta condicdo € caracterizada pela perda involuntaria de
massa magra e um aumento da gordura corporal acompanhada de pouca ou
nenhuma perda de peso (STAVROPOULOS-KALINOGLOU, et al.,2007).

Os mecanismos exatos pelos quais a caquexia reumatbide acontece ainda
nao sao totalmente esclarecidos, mas sabe-se que alguns fatores como a producao
exacerbada de citocinas inflamatoérias, a reducdo da acdo da insulina periférica e a
diminuicdo da atividade fisica podem contribuir para este quadro. Uma das
carcteristicas da caquexia reumatoide é o elevado gasto energético de repouso, que
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pode ser causado pelo desbalango entre a sintese e degradacao de proteinas por
causa da inflamacé&o. A reducéao da acao da insulina ainda ndo tem sua causa bem
esclarecida, mas sugere-se que o TNF-a, produzido tanto pelo musculo esquelético
como por adipdcitos, possa interferir na via de sinalizacdo deste horménio. Deste
modo, o TNF-a promove a caquexia indiretamente atuando como mediador da
resisténcia a insulina na AR. A reducdo dos pontos de corte do IMC e a
reclassificacdo de sobrepeso e obesidade em pacientes com AR baseada nestas
possiveis alteracdes metabdlicas, podem ser importantes na investigacdo de fatores
de risco para doencas cardiovasculares e levar a uma diminuicdo do numero de
casos de mortalidade entre estes individuos. (STAVROPOULOS-KALINOGLOU, et
al.,2007; WALSMITH; ROUBENOFF, 2002).

Na presente pesquisa ndo houve diferenca significativa entre a massa magra
das pacientes com AR e do grupo controle (p=0,383) e também néao foi observado
nenhum caso de caquexia reumatoide.

A obesidade pode ser considerada um fator de risco para a AR, entretanto os
dados publicados ainda ndo sao consistentes e 0s mecanismos exatos que explicam
este fato ainda sdo desconhecidos. Algumas hipéteses ja descritas na literatura
sugerem que o aumento do tecido adiposo leva a uma producao de adipocitocinas e
citocinas inflamatorias que possuem propriedades imunomoduladoras que podem
causar impacto na inflamacdo. Outras evidéncias indicam uma relacdo entre a
obesidade e a deficiéncia de vitamina D, frequentemente observada nestes
individuos (CROWSON et al., 2013).

Neste estudo observamos que 30,9% das pacientes com AR estdo obesas.
Alguns trabalhos na literatura tém mostrado que a obesidade na AR desempenha
um papel protetor contra lesGes articulares e radiograficas. VAN DER HELM-VAN
MIL et. al. (2007) relata a influéncia do papel antiinflamatério da adiponectina, que
consiste na capacidade de reduzir os niveis de IFN-y e TNF-a e aumentar 0s niveis
de IL-10, neste processo de protecdo articular. Os sinoviocitos, ao expressar
adiponectina, elevam o0s nives desta adipocitocina no liquido sinovial. Estas
concentragbes foram negativamente associadas a contagem local de leucdcitos,

sugerindo que a adiponectina possa neutralizar este processo inflamatério local.
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A gquestdo que tem sido alvo de varias pesquisas atualmente, é saber se a
obesidade esta presente antes da manifestacdo da doenca ou se ela se desenvolve
apos o estabelecimento dos mecanismos inflamatérios (CROWSON, et. al. 2013).

Para avaliacdo do risco cardiovascular das participantes dos grupos caso e
controle, utilizou-se os indices de Castelli | e 1. Estes indices s&o calculados a partir
de dados do perfil lipidico, sendo o primeiro calculado a partir da razédo entre a
concentracdo de colesterol total e HDL-c e o segundo, pela razdo da concentracéo
entre LDL-c e HDL-c. A tabela 6 refere-se as concentracdes séricas de colesterol

total e fragOes e os valores médios dos indices de Castelli | e Il.

Tabela 6. Valores médios (DP) das concentracfes séricas de colesterol total

e fracOes e dos indices de Castelli | e Castelli Il. Sdo Paulo, 2013.

Média (DP) Mediana Vmin Vmax
Variavel
Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle
n=59 n=56 n=59 n=56 n=59 n=56 n=59 n=56

Colesterol total
(mg/dL)

LDL-c (mg/dL)  110,0 (24,3) 102,2 (24,3) 106,0 102,0 1050 2720 2720 154,0 0,145t
HDL-c (mg/dL) 59,6 (10,8) 56,1(77) 590 520 240 290 1110 1450 0,302t
VLDL-c (mg/dL) 55,2 (10,8) 18,4 (7,7) 580 172 240 52 700 416 <0,001t
TG (mg/dL) 140 (56,0) 92,2(384) 1200 860 560 260 3980 2080 <0,001§
Castelli| 36(13) 34(100 32 32 1,7 16 83 7.8 05748
Castelli Il 20(10) 2008 18 18 06 06 53 45 0655t

n= namero de partipantes; DP= desvio padrdo; TG: triglicerideos

198,6 (36,9) 179,2(32,6) 1910 179,0 132,0 1050 331,0 272,0 0,004+

8 Teste de Mann-Whitney considerando valor significativo p<0,05.

T Teste T-Student para amostras independentes considerando valor significativo p<0,05.

Valores de Referéncia:

Colesterol total (<= 170 mg/dL); Colesterol LDL (= 110 mg/dL); Colesterol HDL (= 35mg/dL); Triglicerideos (s

130mg/dL). (v Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias)
indice de Castelli | = <4,3 mg/dL; indice de Castelli Il = <2,9 mg/dL. (CASTELLI, ABBOT, MCNAMARA, 1983) .

Geralmente, alteracdes no perfil lipidico sdo associadas a uma maior
prevaléncia de doencas cardiovasculares tanto na AR como em individuos
saudaveis. Estudos sugerem que o perfil lipidico desfavoravel na AR esteja
associado a inflamagdo, tornando-o pré-aterogenico e um fator de risco

independente para doencas cardiovasculares. Os valores de colesterol total, VLDL-c
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e triglicerideos nas pacientes com AR desta pesquisa foram significativamente
maiores quando comparado com o grupo controle (Tabela 6). E importante ressaltar
neste caso que a inatividade fisica, relatada por 59% das pacientes, tambéem
contribui para o aumento destas variaveis. No caso do HDL-c, € comum que
pacientes com AR apresentem baixas concentra¢gdes desta lipoproteina, ao contrario
do observado neste estudo. As altas concentracdes de HDL-c podem ser atribuidas
ao uso de DMCDs, corticoesteroides e cloroquina. GARCIA-GOMEZ et al. (2009)
avaliaram o perfil lipidico em 122 mulheres diagnosticadas com AR na pré e pos
menopausa e encontraram concentracdes maiores de HDL-c nestes dois grupos
guando comparado a um grupo controle (p=0,023 e p<0,001, respectivamente). O
aumento destas concentracdes foram atribuidas ao uso de drogas antirreumaticas e
baixas doses de glicocorticoides.

Apesar das alteracoes observadas no perfil lipidico destas pacientes, os dois
grupos avaliados apresentaram baixo risco para doenca cardiovascular segundo os
indices de Castelli | e Il, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos.

O IMC é uma medida antropométrica que avalia o individuo considerando
apenas seu peso e estatura sem considerar as medidas de massa magra e massa
gorda, que sdo componentes do peso corporal total e que podem ter grande
variabilidade entre os individuos como no caso de pacientes com esta doenca
(STAVROPOULOS-KALINOGLOU, et al., 2011). Por esta razdo, alguns autores
discutem que talvez o IMC, n&o seja um bom preditor de gordura corporal e de risco
cardiovascular para pacientes com AR. Ao avaliar os pacientes deste estudo a partir
de um novo ponto de corte estabelecido para o IMC e do risco cardiovascular,
através dos indices de Castelli, foi observada uma correlacdo positiva entre estas
variaveis: IMC e Castelli | (r=0,301; p=0,024) e IMC e Castelli Il (r=0,399; p=0,002).

A avaliacdo do risco cardiovascular em pacientes com AR é de grande
importancia visto que a taxa de mortalidade por doencgas relacionadas a este evento
é alta. Além do IMC e do perfil lipidico, outros parametros devem ser utilizados para
estabelecer este risco .

Além de medidas antropométricas e indicadores bioquimicos, o estado
nutricional de um individuo também é avaliado por meio do resultado da ingestdo de
alimentos e das necessidades energéticas (FISBERG; MARCHIONI; COLUCCI,
2009). A analise do consumo alimentar para avaliagdo de macronutrientes e zinco
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neste estudo foi feita por meio do método de recordatério de 24 horas. Foi possivel a
analise de 51 pacientes do grupo caso e 41 individuos do grupo controle.

A média (DP) da ingestdo energética das pacientes com AR e o do grupo
controle foi de 1372,7 (455,2) e 1591,7 (382,4) kcal/dia, respectivamente (Tabela 7).
ApOs realizar o calculo da necessidade energética estimada (EER) e comparar estes
valores com os obtidos dos recordatorios alimentares, observou-se que tanto as
pacientes do grupo caso como as participantes do grupo controle ingeriram calorias
abaixo das necessidades recomendadas (Figura 9).
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Legenda: EER= necessidade energética estimada.

Figura 9. Valores médios de energia total e da necessidade média estimada
de pacientes com AR e do grupo controle. Sdo Paulo, 2013.

Apesar do alto indice de sobrepeso e obesidade entre as pacientes com AR,
observou-se, no entanto, uma baixa ingestdo de calorias. Este fato pode ser
atribuido a falhas inerentes ao método utilizado para avaliagdo do consumo
alimentar. O recordatorio alimentar de 24 horas € um método de rapida aplicacéo e
gue avalia a dieta atual, estimando valores absolutos ou relativos da ingestdo de
energia e nutrientes, amplamente distribuidos no total de alimentos oferecidos ao
individuo. Para que os dados coletados sejam os mais fidedignos possiveis, o
entrevistador depende da memodria do entrevistado tanto para identificagdo como
para a quantificacdo do tamanho das porcdoes dos alimentos, bem como da
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cooperacao do entrevistado e da capacidade do entrevistador em estabelecer um
canal de comunicagcdo em que se obtenha a informacdo por meio de dialogo
(FISBERG, MARTINI, SLATER, 2005). A memdria, entretanto, € um fator importante
a ser considerado durante a entrevista pois pode gerar distorgcbes consideraveis
tanto de forma consciente como inconsciente. No momento do relato, a memoria
seletiva, por exemplo, pode levar o individuo a lembrar-se dos alimentos mais
aceitos socialmente ou entdo a referir alimentos cujo consumo seja desejavel e
assim subrelatar quantidades e outros possiveis alimentos ingeridos. A avaliacdo do
consumo alimentar em obesos, por exemplo, tende a ser subestimada devido ao fato
do individuo sentir-se observado, produzindo mudancas em seu relato tanto para
demonstrar uma dieta idealizada ou para impressionar o entrevistador. A presenca
de um observador pode provocar diferentes atitudes por parte do entrevistado que
podem depender de normas culturais locais, da expectativa do entrevistado em
relacdo aquela avaliacdo ou ainda da interacdo entre o observador e o entrevistador
(GARCIA, 2004).

Com relacdo a ingestdo de macronutrientes, 0os percentuais de ingestao de
carboidratos, proteinas e lipideos estavam adequados de acordo com os valores de
referéncia preconizada pelas DRIs (2005) (Figura 10), embora a ingestdo energética
esteja abaixo das necessidades recomendadas. Um estudo descritivo realizado no
México com homens e mulheres diagnosticados com AR também mostrou que a
porcentagem de macronutrientes estava adequada segundo as recomendacfes
(PUENTES-TORRES et al., 2009).
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Legenda : CHO= carboidrato; PTN= proteina; LIP= lipideos; DRI= dietary reference intake.
Valor de Referéncia (DRIs, 2005): Carboidratos: 45 a 65% do VET,; Proteina: 10 a 30% do VET,;
Lipideos: 25 a 35% VET.

Figura 10. A) Distribuicdo percentual de macronutrientes em relacao ao valor
caldrico total segundo DRIs dos pacientes com AR. B) Distribuicdo percentual de
macronutrientes em relacdo ao valor cal6rico total segundo DRIs do grupo controle.
Séo Paulo, 2013.

O consumo meédio de energia e macronutrientes foi significativamente menor
para as pacientes com AR comparadas com o grupo controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores médios (DP) da ingestdo de energia, carboidrato, proteina
e lipideo de pacientes com AR e do grupo controle. Sdo Paulo, 2013.

Média (DP) Mediana Vmin Vmax
Nutriente Caso Controle Caso Controle Caso Controle p
Caso (n=51) Controle (N=41) o1\ 1241y (n=51) (n=41) (n=51) (n=41)
Energia (kcal) 1372,7 (455,2) 1591,7 (382,4) 1315,0 1612,0 710,4 832,6 2979,3 2293,6 0,016+
Carboidrato (g/dia)  210,6 (9,0) 218,7 (14,4) 210,0 218,6 182,5 187,7  238,8 265,3 0,001s
Proteina (g/dia) 66,6 (10,4) 74,6 (18,1) 66,4 75,4 48,2 41,2 92,0 135,1 0,016g
Lipideos (g/dia) 44,5 (5,0) 52,0 (4,7) 445 525 325 41,4 566 64  <0,001t

n= nimero de participantes; DP= desvio padrdo; Vmin= valor minimo; Vmax= valor maximo.

S Teste de Mann-Whitney considerando valor significativo p<0,05.
" Teste T-Student para amostras independentes considerando valor significativo p<0,05.

A diminuic&o da ingestdo de calorias no caso das pacientes com AR também
pode estar associada aos sintomas relacionados a doengca como perda da funcéo
motora, fadiga e dor, que por sua vez, podem interferir na compra, na preparagéo e
no consumo de alimentos. Além disso, as reac¢fes adversas como nhauseas,
dispepsia e alteracdo no paladar, causadas pela terapia medicamentosa, tambéem
podem influenciar na diminuicdo da ingestdo de calorias e, consequentemente, de
vitaminas e minerais (DARLINGTON; RAMSEY, 1993).

Os valores de ingestdo de zinco foram ajustados pela energia, pois as duas
variaveis apresentaram correlacao positiva. A média (DP) da ingestdo de zinco foi de
4,3 (1,1) mg/dia para os pacientes com AR e 6,4 (1,9) mg/dia para o grupo controle
(p<0,001). Os estudos que avaliaram a ingestao dietética de zinco em pacientes com
AR sdo escassos na literatura. A recomendacdo de ingestdo para este
micronutriente segundo a EAR (Estimated Average Requirement) é de 6,8mg/dia
(IOM, 2001) e os dois grupos avaliados apresentaram uma ingestdo média abaixo
do recomendado (Figura 11).

A prevaléncia de inadequacédo de ingestdo de zinco foi feita através do
método do ponto de corte pela EAR utilizando os dados ajustados pela energia e
variabilidade intrapessoal. Os valores percentuais de prevaléncia de inadequagéo
das pacientes com AR e do grupo controle foram de 98,9% e 58,0%,

respectivamente.
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Legenda: Zn= zinco; EAR= necessidade média estimada; AR= artrite reumatoide.
EAR=6,8mg/dia (IOM, 2001).

Figura 11. Ingestdo média de zinco (mg/dia) das pacientes com AR e do

grupo controle. S&do Paulo, 2013.

Entre as principais fontes alimentares de zinco estdo as carnes, que também
contribuem para ingestao de proteinas na dieta. Em termos de biodisponibilidade do
zinco, a presenca de proteinas de origem animal na dieta favorece a absorcdo do
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mineral (YUYAMA et al., 2012). Neste estudo, apesar da ingestdo de proteinas estar
adequada a recomendacdo estabelecida pelas DRIs, ndo houve correlagcédo entre os
dois nutrientes.

A avaliacdo do estado nutricional de individuos relativo ao zinco € composta
ndo sO6 pela avaliagdo do consumo alimentar, mas também por meio de
biomarcadores sanguineos. A utilizagdo de mais de um parametro para avaliagdo da
deficiéncia ou da adequacao deste mineral se deve ao fato de que ainda ndo ha um
marcador biologico especifico, sensivel e pratico que evidencie o estado nutricional
relativo ao zinco. Atualmente os parametros mais utilizados, além do consumo
alimentar, sdo as concentra¢des de zinco no plasma, eritrécito e urina, e a atividade
de metaloenzimas (MARREIRO, 2013).

A tabela 8 mostra os valores médios (DP) das concentracdes de zinco no

plasma, eritrdcito e urina das pacientes com AR e do grupo controle.

Tabela 8. Concentracbes médias (DP) de zinco no plasma, eritrocito e urina

das pacientes com AR e do grupo controle. Sdo Paulo, 2013.

Variaveis n Média (DP) Mediana Vmin Vméax
Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Contro le Caso Controle P
cho(ﬁlga/ZT? 10 59 56  534(98) 582(101) 51,8 558 37,2 424 874 875 00LLt
Zinco eritrocitario g 56 483(121) 44,7(84) 466 446 261 247 8.7 748 0219
(Hg/gHDb)
Zinco urinario
54 49 227,7 (166,8) 216,4 (111,2) 169,3 198,9 32,5 31,5 833,2 706,6 0,643
(LgZn/24h) (166.8) (1112) §

n= nuamero de participantes; DP= desvio padrdo; Vmin= valor minimo; Vmax= valor maximo.

S Teste de Mann-Whitney considerando valor significativo p<0,05.
" Teste T-Student para amostras independentes considerando valor significativo p<0,05.

Valor de referéncia (GIBSON, 1990):
Zn plasmatico - 70 - 110ug/dL;
Zn eritrocitario - 40-44ug/gHb
Zn urinario= 300 a 600ugZn/24hrs

De acordo com os testes de diferengca de médias, houve diferenca
estatisticamente significativa apenas para as concentracdes plasmaticas de zinco
entre as pacientes com AR e o0 grupo controle (Tabela 8). Também nao foi
encontrada diferenca significativa entre estas variaveis quando as pacientes com AR
foram separadas pelo grau de atividade da doenga. A concentracdo de zinco no
plasma € o biomarcador indicado pela OMS/UNICEF/IAE/IZINCG e o mais utilizado

para avaliacdo do estado nutricional de populacdes. Esta recomendacéo foi baseada
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apos evidéncias de que este marcador responde a alteragBes na ingestédo alimentar
de zinco e prediz respostas funcionais a intervencdes (GIBSON, 2008). No caso
deste estudo, ndo houve correlacéo entre o zinco plasmatico e o zinco dietético, no
entanto os valores meédios para os dois parametros encontram-se abaixo da faixa de
normalidade para os dois grupos.

As baixas concentra¢des de zinco no plasma podem ser atribuidas ao fato de
que as citocinas inflamatérias envolvidas na patogénese da AR inibem a sintese de
albumina no figado, diminuindo a capacidade de ligacdo do mineral e sua
distribuicdo para outros tecidos (TAPIERO, TEW, 2003). A albumina é a principal
proteina carreadora de zinco (90%) no plasma. Nesta pesquisa, a albumina das
pacientes com AR foi positivamente correlacionada com as concentracdes de zinco
no plasma (r=0,285; p=0,030) e apenas 5 pacientes apresentaram baixas
concentracdes das duas variaveis.

Estudos realizados com animais mostraram que durante 0 processo
inflamatorio ha uma redistribuicdo do zinco para o figado. Este mecanismo parece
estar relacionado com um pool elevado do mineral ligado & metalotioneina, proteina
que atua na regulacdo metabdlica de metais. Na obesidade, por exemplo, a
producdo de citocinas inflamatorias estimula a sintese de proteinas transportadoras
de zinco, comprometendo a biodisponibilidade deste elemento para as necessidades
do organismo destes individuos (BURY et.al., 2008; OLIVEIRA, KOURY,
DONANGELO, 2007).

Os resultados encontrados neste estudo com relagdo a este biomarcador
estdo de acordo com os dados de outros autores (BALOGH et a., 1980; HONKANEN
et a., 1991; TUNCER et. al., 1999). A maioria dos estudos que avaliaram o estado
nutricional de pacientes com AR com relacdo ao zinco, utilizou como principal
biomarcador as concentragcbes do mineral no plasma ou soro. ZOLI et al. (1998)
avaliou as concentracdes séricas de zinco, TNF-a e IL-18 em 57 mulheres
diagnosticadas com AR, 20 com artropatia psoriaca, 20 com osteoartrite e 20
saudaveis. As pacientes com AR apresentaram concentracfes significativamente
menores do mineral quando comparado aos grupos com artropatia psoriaca,
osteoartrite e controle. Os niveis de TNF-a e IL-1B também foram significativamente

maiores nos pacientes com AR do que nos outros grupos avaliados. Este estudo
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também observou uma correlagédo negativa entre os niveis séricos e zinco e de TNF-
ae lL-1B.

O tratamento farmacolégico utilizado na AR também pode interferir nas
concentracdes de zinco. ONAL et al. (2010) observou niveis séricos de zinco
significativamente reduzidos em 32 pacientes com AR quando comparados ao grupo
controle. Entre as medicacgdes utilizadas pelos pacientes, o uso do MTX elevou os
niveis séricos de zinco, porém, ainda assim estes pacientes estavam deficientes. O
tratamento com corticosteroides, AINHs e cloroquina nao alteraram as
concentragdes séricas do mineral. Neste estudo, nao foi possivel avaliar a influéncia
das DMCDs isoladamente sobre as concentragdes de zinco visto que a maioria faz o
uso de mais de um farmaco para o tratamento da AR.

Grande parte destes estudos utiliza apenas um parametro de avaliagcdo para
determinar o0 estado nutricional destes pacientes com relagcdo ao zinco.
Considerando o fato de que estes pacientes apresentam uma maior complicacao a
nivel metabolico, comorbidades associadas e 0 uso de mais de um farmaco para o
tratamento da doenca, a avaliacdo de apenas um parametro pode néo ser suficiente
para relatar se estes pacientes estdo ou ndo deficientes em zinco. Por isso, o
presente trabalho buscou associar mais de um parametro para esta avaliacao,
visando a obtencdo de um resultado mais fidedigno. Ressalta-se ainda que nao
existem trabalhos realizados com a populacéo brasileira que relacionem pacientes
com AR e seu estado nutricional com relacéo a este mineral.

A avalicdo do zinco eritrocitario € uma medida pouco utilizada em estudos
cientificos devido as dificuldades em termos de andlise e problemas com a amostra.
No entanto, pode ser considerado um biomarcador que reflete alteracdes a longo
prazo visto que a meia vida dos eritrocitos € longa (120 dias) (YUYAMA, 2012).
Neste estudo foram observadas concentracbes elevadas deste mineral nas
pacientes com AR quando comparado ao grupo controle, entretanto esta diferenca
nao foi significativa (p=0,219). Na literatura, os estudos que avaliaram este
biomarcador sdo escassos e controversos.

MIERZEK, STRECKER, RADOMSKA (2011) encontraram baixas
concentragdes eritrocitarias de zinco em pacientes com AR quando comparado ao
grupo controle, porém, esta diferenca nao foi significativa. Ao contrario de TUNCER
et al. (1999), que encontraram concentracdes significativamente elevadas (p<0,001)
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de zinco no eritrocito em pacientes com AR. Este fato pode ser explicado por um
mecanismo na resposta de fase aguda que ocorre secundariamente e consiste no
sequestro do mineral pela metalotioneina no figado e talvez em outros tecidos. Em
estudos com animais, foi observada uma associacdo entre a inducdo de
metalotioneina pela IL-6, em cultura de hepatdcitos, e o aumento dos niveis de zinco
celular (KUSHNER, 1993).

Diante de uma distribuicdo anormal de zinco no organismo e o aumento das
concentracbes deste mineral no eritrécito, € possivel que possa ocorrer uma
deficiéncia de ferro. O zinco pode ser incorporado enzimaticamente pela
ferroquelatase na protoporfirina ao invés do ferro no estagio final da sintese do
heme, formando assim a zinco-protoporfirina (ZPP), e desta forma este elemento
ficaria indisponivel para sua acdo no organismo. Estudos tém mostrado que este
composto € um bom parametro para o diagnéstico de anemia, por ser considerado
um método bastante estavel, especifico e sensivel. Além disso, com este
biomarcador é possivel identificar uma deficiéncia de ferro antes do desenvolvimento
do quadro de anemia (MAFRA; COZZOLINO, 2000; PAIVA, RONDO; GUERRA-
SHIONOHARA, 2000).

Apesar de alguns trabalhos terem encontrado resultados de zinco eritrocitario
semelhantes ao descrito neste trabalho, nenhum destes relatou este possivel
mecanismo. MAFRA, CUPPARI, COZZOLINO (2002) encontraram concentracfes
elevadas de zinco eritrocitario (50 (7,2) pg/gHb) em pacientes com insuficiéncia renal
cronica sem didlise. Ao avaliar os resultados hematologicos, os pacientes
apresentaram baixas concentragbes de ferritina e saturagdo da transferrina,
enquanto que as concentracdes de ferro sérico estavam normais e a ZPP elevada.
Dos 29 pacientes avaliados, 34,5% estavam deficientes em ferro. Assim, no caso
destes individuos, a suplementacdo de ferro seria necesséria para corrigir tanto a
deficiéncia deste mineral e quanto a distribuicdo anormal de zinco.

Neste estudo, observamos concentracfes elevadas de zinco no eritrocito de
32 pacientes com AR. Para investigar uma possivel deficiéncia de ferro nestas
participantes, foram avaliados 0s seguintes parametros: hemoglobina, hematécrito,
capacidade total de ligagcéo do ferro, transferrina, saturacdo da transferrina e ferro

sérico (Tabela 9). Os dados de hemoglobina e hematdécrito foram obtidos dos
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exames clinicos disponiveis no prontuario eletrbnico do hospital. Os outros

parametros foram analisados através de kits comerciais disponiveis.

Tabela 9. Valores de hemoglobina, hematdcrito, capacidade de ligacdo do
ferro, transferrina, saturacdo da transferrina e ferro sérico das pacientes com AR.
Séo Paulo, 2013.

Média (DP) Vmin Vmax

Variavel (n=32)  (n=32) (n=32)
Hemoglobina (g/dL) 12,7 (1,1) 9,7 15,1
Hematocrito (%) 40,2 (3,1) 30,9 47,9

Capacidade Total de Ligacdo do  283,6 (68,4) 141,0 418,3
Ferro (pg/dL)

Transferrina (mg/dL) 199,7 (46,0) 98,0 3143
Saturagéo da Transferrina (%) 29,6 (11,2) 11,2 52,6

Ferro sérico (ug/dL) 83,8(36,0) 36,0 160,0

n= nimero de participantes; DP= desvio padrdo; Vmin= valor minimo; Vmax= valor maximo.

Valores de Referencia para Adultos (Kit Labtest):

Capacidade de Ligagdo do Ferro= 250 a 440ug/dL; Transferrina= 200 a 300mg/dL; Saturagédo da Transferrina=
20 a 50%; Ferro sérico= 50 a 170ug/dL.

Hemoglobina= 12,0 a 15,5g/dL; Hematdcrito= 35,0 a 45,0% (Hospital Sdo Paulo/UNIFESP)

Os valores médios de todos os parametros avaliados estdo dentro da faixa de
normalidade. Foram encontradas correlagfes significativas entre o zinco plasmatico
e o ferro sérico (r=0,271; p=0,040) e, entre 0 zinco plasmatico e a saturacdo da
transferrina (r=0,287; p=0,029), assim como no estudo de MAFRA, CUPPARI,
COZZOLINO (2002) citado anteriormente. No entanto, avaliacdo de outros
parametros, como a concentracédo da ZPP, por exemplo, poderia responder melhor a
este gquestionamento.

A excrecdo urinaria de 24 horas de zinco, tanto para as pacientes com AR
quanto para o0 grupo controle, estdo abaixo do valor de normalidade (300 a
600ugZn/24h) e ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p=0,643)

(Tabela 8). Outro fator que deve ser considerado é a variacdo do volume urinario
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obtido em 24 horas tanto das pacientes com AR como do grupo controle (Figura 12),

que pode influenciar nos resultados das concentracdes de urinarias de zinco.

2500,00 — T

2000,00 —

1500,00 —

1000,00 —

Volume urinario (mL/24hrs)

500,00 —

0,00

T T
1,00 2,00

1,00 — Pacientes com AR
2,00 — Grupo Controle

Figura 12. Volume urinario médio (mL/24horas) das pacientes com AR e do

grupo controle. Sado Paulo, 2013.

Este biomarcador tem sido pouco utilizado para avaliagdo do estado
nutricional de individuos relativo ao zinco. Os poucos estudos na literatura mostram
que a excrecdo urinaria deste mineral em alguns casos pode estar aumentada ou
com valores muito semelhantes a de individuos do grupo controle, ou seja, sem
variacdes (MILANINO et al.1993; JEPSEN; PEDERSEN, 1984). A excrecao urinéria
de zinco pode estar reduzida quando ha deficiéncia sistémica do mineral e elevada
apos o uso de medicamentos ou na presenca de doencas. Em individuos saudaveis,
a perda de zinco na urina é de aproximadamente 0,7mgZn/dia (GIBSON, 2008;
YUYAMA et al., 2012; MARREIRO, 2013)

A reducdo das concentragcfes urinarias de zinco nos dois grupos avaliados
pode ter ocorrido como uma forma de manutencdo da sua homeostase no
organismo, visto que a ingestdo deste mineral tanto das pacientes do grupo caso

guanto das participantes do grupo controle estavam abaixo do recomendado.
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A avaliagdo do estresse oxidativo foi feita através das andlises de 8-
isoprostanos na urina e das enzimas SOD no eritrocito e GPx no sangue total
(Tabela 10).

Tabela 10. Valores médios (DP) da atividade das enzimas SOD eritrocitaria e
GPx no sangue total, 8-isoprostano e creatinina urinaria das pacientes com AR e do

grupo controle. Sado Paulo, 2013.

Média (DP) Mediana Vmin Vmax
Variaveis Caso (n=59) Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle p

B (n=56) (n=59) (n=56) (n=59) (n=56) (n=59) (n=56)
SOD (U/gHb) 1333,8(420,8) 1755,0(525,5) 1301 1844,9 4865 446,7 25832 3381,2 <0,001t
GPx (U/gHb) 38,2 (17,0) 52,6 (14,4) 37,5 527 6.3 128 827 822 <0,001t

8-lsoprostano (ng/mmol 1455 175 4y 1393(527) 27,0 448 270 448 12930 3099 0,836t
de creatinina)
Creatinina urinéria

(mmoliL) 52(25) 7647 47 63 19 23 139 225 0,004s

n= nimero de participantes; DP= desvio padrdo; Vmin= valor minimo; Vmax= valor maximo; SOD= superéxido
dismutase; GPx= glutationa peroxidase; Hb= hemoglobina.

S Teste de Mann-Whitney considerando valor significativo p<0,05.
" Teste T-Student para amostras independentes considerando valor significativo p<0,05.

A atividade da SOD no eritrocito e da GPx no sangue total das pacientes com
AR foram significativamente menores quando comparado ao grupo controle
(p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Estes resultados estdo de acordo com o0s
observados por CHANDANKHEDE; GUPTA (2013), BAE et al. (2003) e SEVEN et
al. (2008). Ao avaliar a atividade destas enzimas de acordo com o grau de atividade
da doenca, também né&o foi encontrada diferenca significativa.

Os estudos que avaliaram a atividade da SOD e da GPx ainda séo
controversos. KARATAS et al. (2003) observaram uma atividade significativamente
menor das enzimas SOD (p<0,005) e GPx (p<0,05) em pacientes diagnosticados
com AR do que no grupo controle. Ja TAYSE et al. (2002), encontraram uma
atividade significativamente maior (p<0,001) da SOD nos pacientes com AR quando
comparado ao grupo controle. Diferente da SOD, a GPx apresentou uma menor
atividade no grupo caso (p<0,001). O excesso de radicais superoxido produzidos
levou, neste caso, a um aumento da atividade da SOD que ira dismutar estes

radicais e formar o H,O,. No entanto, o H,O, pode nédo estar sendo destoxificado
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adequadamente devido a baixa atividade da GPx. Este mecanismo prejudicado pode
resultar na formacgao de outros radicais, como 0 OHe, e causar danos oxidativos.

A atividade de enzimas, como a SOD e a GPx, dependem da participacdo de
cofatores enzimaticos, como por exemplo, os antioxidantes de origem dietética. A
SOD é uma enzima que depende de atomos de cobre e zinco para que possa
desempenhar sua funcdo como antioxidante enzimatico (BARBOSA et al., 2010).
Considerando o fato de que as pacientes com AR deste estudo ndo possuem uma
ingestdo adequada de zinco, acredita-se que a baixa atividade desta enzima possa
ser atribuida a quantidade insuficiente de substrato para manter sua atividade
normal.

No caso da GPx, enzima dependente de selénio, sugere-se que as pacientes
possam estar com uma ingestdo inadequada e, consequentemente com baixas
concentragcdes bioquimicas deste mineral. No entanto, estes parametros ndo foram
avaliados nesta pesquisa.

Os estudos na literatura relacionados a atividade da SOD e as concentracfes
de zinco em pacientes com AR sédo escassos. TUNCER et al. (1999) encontraram
uma baixa concentracdo de zinco no plasma e elevada no eritrocito, assim como o
observado na presente pesquisa. Entretanto, ao contrario dos resultados deste
estudo, a atividade da SOD foi maior no grupo com AR do que nos controles
(p<0,001). A producédo exacerbada de EROs em processos inflamatérios faz com a
enzima tenha uma atividade maior, atuando como um mecanismo compensatorio
para eliminar estes compostos.

Além da falta de substrato suficiente para exercer sua atividade normal, a
diminuicdo da atividade da SOD pode indicar um processo de degradacdo da
enzima por EROs durante o processo de destoxificacdo. A baixa atividade da GPx
também pode ocorrer pelo fato da enzima ser inativada pelo excesso de H,O, em
consequéncia a conjugacao da GHS com radicais livres (SEVEN et al., 2008).

Pequenas quantidades de compostos antioxidantes como a GSH, a GPx e a
SOD foram observadas no liquido sinovial de humanos. Assim, os radicais livres
produzidos por fagocitos nas articulagdes inflamadas ndo sdo eliminados com
eficidcia resultando em um aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica tanto no
liquido sinovial como no sangue, resultado do transporte destes produtos pela
circulacao sanguinea (SEVEN et. al., 2008).
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Alguns estudos mostraram que o tratamento farmacoldgico pode influenciar
no estresse oxidativo destes pacientes. O MTX, farmaco de primeira escolha no
tratamento da AR, € capaz de suprimir, direta ou indiretamente a producédo de
metabalitos ativos de oxigénio induzidos pela IL-6, produzida apos estimulo do TNF-
a nas células sinoviais. Por outro lado, outros estudos verificaram que baixas doses
deste medicamento induzem a apoptose com o envolvimento de EROs mais
acentuada em linhagem de linfécitos T do que em mondcitos. Os inibidores de TNF-
a também mostram efeito redutor dos marcadores de estresse oxidativo em
pacientes com AR (FILIPPIN et al., 2008) .

Com um sistema de defesa antioxidante prejudicado, a producdo de radicais
livres continua elevada podendo causar danos ao DNA, aumento da peroxidacao
lipidica e este desequilibrio contribui para os danos teciduais e 0 processo
inflamatoério na AR. Em estudos experimentais, observou-se que a producao elevada
de EROs podem levar a uma aceleragdo no dano a cartilagem articular e & ativacao
de osteoclastos, que irdo atuar na degradacdo 60ssea (CHANDANKHEDE; GUPTA,
2013).

A concentracdo de 8-isoprostano urinario também foi utilizado como
parametro para avaliagdo do estresse oxidativo neste estudo. Os isoprostanos sao
substéancias do tipo prostaglandinas que sao produzidos in vivo, independentemente
das ciclooxigenases, induzidos principalmente pela peroxidacdo do acido
araquidénico por meio de radicais livres. Entre as subclasses dos isoprostanos esta
o F2-isoprostano, que tem como principal e mais abundante composto o 8-Iso-
PGF,q, avaliado na maioria dos ensaios. Estudos observam que estes compostos
encontram-se elevados em varias doencas e acredita-se que esteja associado a um
estado oxidativo no organismo. As vantagens da analise de F2-isoprostanos estéo
relacionadas ao fato de serem compostos quimicamente estaveis, produtos
especificos de peroxidacdo e formados in vivo. Além disso, estdo presentes em
quantidades detectaveis em tecidos e fluidos biolégicos normais e nao sao afetados
pelo contetdo de lipideos da dieta. Atualmente a analise da concentracdo de F2-
isoprostanos é considerada o melhor biomarcador para avaliagdo do estresse
oxidativo e da peroxidagéo lipidica (MONTUSCHI et. al., 2004; BASU, 2008).

A concentracdo urinaria de 8-isorprostano é um parametro frequentemente
utilizado em pesquisas por ser um marcador onde estes compostos encontram-se
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altamente estaveis e por se tratar de um meio de coleta ndo invasivo (MONTUSCHI
et al., 2004).

Neste estudo as concentracdes meédias de 8-isoprostano urinario foram
maiores no grupo controle do que nos pacientes com AR, porém esta diferenca nao
foi significativa (p=0,836). As variacdes observadas entre as concentragdes deste
marcador nos dois grupos podem ser atribuidas aos valores de creatinina urinaria
que também apresentaram oscilacdes. Além disso, ambos 0s grupos apresentaram
concentracfes médias acima dos valores de referéncia (10-50ng/nmol creatinina), o
que poderia estar relacionado com o status de deficiéncia em zinco observado nos
dois grupos do estudo. N&o foram observadas correlagbes significativas entre este
biomarcador e as concentracdes plasmaticas e urinarias de zinco, bem como para
as variaveis idade e IMC de ambos os grupos, e PCR, VHS, tempo da doenca e
DAS28 das pacientes com AR.

S&0 escassos na literatura os estudos que avaliaram as concentragdes deste
biomarcador em pacientes com AR. RHO et. al. (2010) observou concentracbes
urinarias de F2-isoprostanos significativamente maiores em pacientes com AR do
que no grupo controle (p<0,001). As concentragfes de 8-l1so-PGF,, avaliadas no
soro e no liquido sinovial de pacientes com varios tipos de doencas reumaticas
também foi maior quando comparado a um grupo controle. Neste caso, é possivel
constatar que a formacéo de radicais livres altamente reativos contribui ndo s6 nos
sitios de inflamacao crbnica especificos como, por exemplo, nas articulacdes, mas
gue também podem se expandir pela corrente sanguinea e ocasionar um dano
oxidativo sistémico (BASU et al., 2001).

Com relacao a analise de genotipagem do SNP Arg213Gli ndo foi encontrado
nenhuma participante com o genotipo homozigoto (Gli/Gli) para o polimorfismo tanto
para 0 grupo de pacientes com AR como para o0 grupo controle. Para o grupo de
pacientes com AR apenas um individuo tinha o genotipo heterozigoto (Arg/Gli).
Quanto aos individuos do grupo controle, todas as participantes sdo homozigotos
selvagens (Arg/Arg) para o SNP estudado. Devido a baixa frequéncia destes dois
genotipos, ndo foi possivel realizar testes de comparacdes entre as variaveis e 0s
grupos deste estudo.

Ressalta-se mais uma vez que ndo existem estudos que avaliaram a
frequéncia deste polimorfismo na populacdo brasileira, sendo este, portanto, o
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primeiro trabalho a avaliar este SNP. Apesar do pequeno namero amostral deste
estudo ja foi possivel obter alguns dados preliminares sobre a frequéncia dos
genatipos relacionados a este SNP. Embora em outros paises a frequéncia deste
polimorfismo seja alta, € importante lembrar que o Brasil € um pais que possui uma
grande mistura de etnias. Assim mais estudos com outras populacées e em
diferentes regies do pais sdo necessarios para mapear com mais detalhes a

frequéncia deste polimorfismo no Brasil.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os parametros bioquimicos analisados e a avaliacdo da
ingestao, conclui-se que os pacientes com AR encontram-se deficientes em zinco e
apresentam um aumento do estresse oxidativo, sugerindo a necessidade de uma
suplementacdo deste mineral. A frequéncia do polimorfismo Arg213Gli na populacéo
estudada foi muito baixa, com apenas um individuo apresentando genotipo

heterozigoto (Arg/Gli).
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduagéo

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentagdo oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de 30 minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao 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 maximo total de arguicdo: 3 horas para 0 mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguigdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovac@o ou reprovagio
do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicdo.

4.1 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por unanimidade

ou pela maioria da banca. s

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

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

Séo Paulo, 26 de maio de 2011.

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

ana - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
3141 - e-mail: pgfarma@usp.br

Av. Prof, Lineu Prestes, 580, Bloca 13 A - C
Fone: {11) 3081 3821 - Fax {

94




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENC!AS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Oficio CEP/FCF/124/201 1

'Sao Paulo, 26 de julho de 2011.

Ilmo(a) Sr(a).
- Profa. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino
FBA '

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité .de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 25 de julho de 2011, APROVOU o adendo ao projeto “Efeito da
suplementagao com castanha-do-brasil (Bertholetia excelsa H.B.K) como fonte de
selénio sobre marcadores de estresse oxidativo, citocinas inflamatérias e sua
- relacédo com 0 pohmorﬁsmo Pro198Leu no gene da glutatxona peromdase 1 em
pacientes com com artrite rematéide” conforme segue: ‘

< Inclusdo da participagéo, no projeto, da aluna Grazieta Biude Silva;

< Inclusdo das seguintes analises: determinacéo do estado nutricional relativo ao
zinco; marcadores do estresse oxidativo — MDA/SOD/SOD3; determmagao do
perfil lipidico; pol:morﬁsmo Arg213Gly no gene da SOD3.

Atenciosamente,

‘Profa. Dra. Mari
Coordenadora do Comjté
FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bloco 13 A -Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone/Fax: (11)3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br



Universidade de Séo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Etapa | do projeto
1. Informacdes do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Documento de ldentidade n®; | Sexo: ()M ()F

Data de Nascimento: [/ /

Endereco: | No | Complemento:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informacdes do Responsavel Legal

Nome:

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

Documento de ldentidade n®: | Sexo: ()M ()F

Data de Nascimento: [/ /

Endereco: | N° | Complemento:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa:

“Efeito da suplementacéo com castanha-do-brasil (  Bertholetia excelsa H.B.K) como
fonte de Selénio sobre os marcadores de estresse ox idativo, citocinas inflamatérias e
sua relacdo com o polimorfismo Pro198Leu no gene da glutationa peroxidase 1 em
pacientes com artrite reumatoéide”

“Estado Nutricional relativo ao Zinco de pacientes com Artrite Reumatéide e sua
relacdo com o Estresse Oxidativo e o Polimorfismo A rg213Gly presente no gene da
SOD3”

4. Duracdo da Pesquisa: 3 meses

5. Nome do pesquisador responsavel: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargo/ Funcgéo:Professor titular | N° do Registro do Conselho Regional: CRN 0621

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo (FCF-USP)

Convidamos o(a) Sr.(a) a participar das pesquisas, cujos titulos sdo “Efeito da
suplementacdo com castanha-do-brasil ( Bertholetia excelsa H.B.K) como fonte de
Selénio sobre os marcadores de estresse oxidativo, citocinas inflamatérias e sua
relacdo com o polimorfismo Prol98Leu no gene da glu tationa peroxidase 1 em
pacientes com artrite reumatoide " e “Estado Nutricional relativo ao Zinco de pacientes
com Artrite Reumatdide e sua relacdo com o Estresse Oxidativo e o Polimorfismo
Arg213Gly presente no gene da SOD3” . Este estudo sera conduzido pela Profa. e
pesquisadora responsavel, Silvia Maria Franciscato Cozzolino. Participardo como
colaboradores deste projeto a aluna de doutorado da FCF-USP, Kéatia Rau de Almeida
Callou; a aluna de mestrado da FCF/USP, Graziela Biude Silva; o professor adjunto da
Disciplina de Reumatologia da Universidade Federal de Sao Paulo e coordenador do setor de
artrite reumatdide do Hospital Sdo Paulo, Daniel Feldman Pollak e José Alexandre Pimentel,
técnico da FCF-USP e responsavel pela coleta de sangue. A sua participacao tera duracao
estimada de trés meses e esta pesquisa é considerada de risco minimo.




Universidade de Séo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

A artrite reumatdide é uma doenca que causa bastante dor nas articula¢cdes do corpo
(como as das maos, pé, ombros, etc) e pode ainda levar a complicacfes nos 0ssos,
dificultando a realizacao de atividades domésticas. Vocé deve seguir as orientacdes médicas
e/ou de nutricionista para o controle de medicamentos e da alimentacdo. Entre os nutrientes
mais importantes para 0 n0sso organismo estdo o selénio e o zinco. Estes minerais podem
diminuir a inflamacgdo, e s&o encontrados em alimentos como castanhas, nozes, carnes
bovinas e carnes de aves.

Através dessa pesquisa sera possivel verificar as quantidades desses minerais no
sangue dos participantes e se a alimentacdo estd adequada. Ao final da pesquisa, 0s
resultados serdo entregues e 0s participantes serdo orientados quanto a alimentagéo. Esta é
a Etapa | do projeto, que sera constituida de dois grupos: 1. Grupo caso (pacientes com
artrite reumatéide diagnosticados segundo os critérios do colégio americano de
reumatologia), 2. Grupo controle (constituido por individuos saudaveis). Cada grupo sera
constituido de 30 individuos.

Vocé sera submetido a exames clinicos e laboratoriais, com coleta de sangue. No dia
da coleta de sangue, vocé devera vir em jejum de 12h. Seréo realizadas duas coletas de
sangue, sendo cada uma de 20 mL. A primeira coleta sera feita no momento inicial do estudo
e a segunda apéds trés meses, a fim de verificar se alteragbes na dosagem ou no tipo do
remédio utilizado iro interferir nos exames que faremos. No sangue, nés iremos avaliar a
guantidade de selénio e zinco, e se ha um desequilibrio entre as substancias boas e
prejudiciais ao corpo (quantidade de selénio e zinco, quantidade de malondialdeido e
atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, superoxido dismutase e
superoxido dismutase 3). Além disso, iremos avaliar nesta primeira etapa se esses resultados
sdo influenciados pela sua caracteristica individual (DNA - analise do polimorfismo
Arg213Gly no gene da superoxido dismutase 3). Seu sangue nao sera armazenado para a
realizacao de estudos futuros.

Um dia antes da primeira coleta de sangue, vocé devera coletar e armazenar toda a
urina de um dia inteiro em um frasco que sera fornecido pelo pesquisador. Esse frasco
devera ser guardado na geladeira e entregue no mesmo dia da coleta de sangue. A urina
sera utilizada para avaliar a quantidade de zinco.

No mesmo dia da coleta de sangue, vocé devera trazer preenchido o registro
alimentar. Neste registro, vocé precisard anotar tudo o que comeu durante trés dias néo
consecutivos de uma semana, sendo um dia de final de semana. Também serdo feitas
medidas de peso, altura e outra medida para avaliagdo da quantidade de gordura do seu
corpo (bioimpedancia elétrica).

O material utilizado para a coleta de sangue sera descartavel e a coleta sera feita no
setor de reumatologia da Universidade Federal de Sao Paulo, por um técnico especializado.
Durante a coleta de sangue, vocé podera sentir tonturas por estar em jejum e leve dor devido
a picada da agulha. Podera também surgir uma mancha um pouco arroxeada no local da
picada. Vocé recebera um lanche, apds a coleta, para diminuir esses desconfortos.

Em qualquer etapa do estudo, vocé podera falar com os responsaveis pela pesquisa
para ter informagBes sobre a mesma. Sua participagdo no estudo ndo acarretara custos ao
participante e ndo serd disponivel nenhuma compensac¢édo financeira adicional, porém em
caso de haver gastos com transporte e/ou alimentacdo, e vocé ndo puder pagar, podera ser
oferecida a quantia referente a estes gastos, com recursos préprios do pesquisador. Os
resultados desta pesquisa serdo divulgados apenas em revistas e congressos cientificos, e o
seu nome sera mantido em segredo.Vocé podera desistir do estudo a qualquer momento,
sem nenhum constrangimento, e sem nenhum prejuizo a continuidade do seu tratamento.



Universidade de Séo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Em caso de duvidas, entrar em contato com:

Katia Rau de Almeida Callou - (11) 8303-8881 /(11) 3091-3625

Email: katia.callou@usp.br

Graziela Biude Silva — (11) 8288-1473 / (11) 3091-3625

E-mail: gbiude@usp.br

End: Av. Prof. Lineu Prestes, 580 — Bloco 14 05508-900 Sao Paulo SP

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

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa/responsavel Assinatura do pesquisador responsavel
Prof. Silvia Maria F. Cozzolino

Para qualquer questéo, duvida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — Av Prof Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantad — Sao Paulo — CEP 05508-900, Telefone 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br”
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Curriculo Lattes

@ curricuic Laties

Graziela Biude Silva

Enderego para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/0518830668250813

Ultima atualizacdo do curriculo em 03/11/2013

Resumo informado pelo autor

Possui graduag@o em Nutricdo pelo Centro Universitario Sdo Camilo (2010); Mestranda em Ciéncias dos Alimentos, na érea de Nutrigdo Experimental, pela Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - USP; Atua na area de Nutrigdo com énfase em Andlise de Selénio em Alimentos, Avaliagdo do Estado Nutricional de Populagdes (zinco, estresse
oxidativo, artrite reumatdide), Bioquimica da Nutrigdo e Nutrigenomica.

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome

Nome em citagdes
bibliograficas

Sexo

Cor ou Raga

Filiagao

Nascimento

Carteira de Identidade

CPF

Graziela Biude Silva

SILVA, G.B.

Feminino

Branca

Salvador Ferreira da Silva e Claudia Fatima Biude da Silva
16/10/1987 - Guarulhos/SP - Brasil

343024834 86009 - SP - 07/10/2008

368.172.658-27

Enderego residencial Rua S&o Vicente
Gopouva - Guarulhos
07020-280, SP- Brasil
Telefone: 011 82881473

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 14
Butaté - Sao Paulo
05508-900, SP - Brasil
Telefone: 11 30913625

Enderego eletronico
E-mail para contato : graziela.biude@gmail.com
e-mail alternativo : gbiude@usp.br

Formacdo académica/titulacao

2011 Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: ESTADO NUTRICIONAL RELATIVO AO ZINCO DE PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E SUA
RELAGCAO COM O ESTRESSE OXIDATIVO E O POLIMORFISMO ARG213GLY NO GENE DA SUPEROXIDO
DISMUTASE 3
Orientador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Bolsista do(a): Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Palavras-chave: Zinco, estado nutricional, Artrite Reumatoéide
Areas do conhecimento : Anélise Nutricional de Populagéo,Bioquimica da Nutrigdo

2007 -2010 Graduagéo em Nutrigdo.
Centro Universitario Sdo Camilo, CUSC, Sao Paulo, Brasil

Formacao complementar

2013 -2013 Genotipagem de SNPs.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

2013 -2013 Quantificagéo da Expressédo Génica.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

2012 -2012 Aplicagées e Fundamentos da PCR em Tempo Real.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

2012 -2012 Curso de curta duragéo em Estatistica Aplicada a Nutrig&o.
Sociedade Brasileira de Alimentagéo e Nutricdo, SBAN, Sao Paulo, Brasil

2009 -2009 Extensao universitaria em Nutrigdo esportiva.
Associagao paulista de nutricao, APAN, Brasil
Palavras-chave: suplementagéo, esporte

2008 -2008 Extensao universitaria em Fisiologia do exercicio.
Centro Universitario Sdo Camilo, CUSC, Sao Paulo, Brasil

2007 -2007 Extensao universitaria em enogastronomia.
Centro Universitario Sdo Camilo, CUSC, Sao Paulo, Brasil

https:/mwws.cnpq.br/cvattesweb/pkg_impcv.trata
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Palavras-chave: vinho, gastronomia

Atuacdo profissional

1. Universidade de

Vinculo
institucional

2010 - Atual
2008 - 2010

Séao Paulo - USP

Vinculo: Pés - Graduagao , Enquadramento funcional: Mestranda, Regime: Dedicagdo exclusiva

Vinculo: Iniciagéo Cientifica , Enquadramento funcional: Aluna Iniciagéo Cientifica , Carga horéria: 20,
Regime: Dedicagado exclusiva

2. Centro Universitario Sao Camilo - CUSC

Vinculo
institucional

2007 -2010

Atividades

10/2010 -12/2010 Es

Vinculo: Estudante , Enquadramento funcional: estudante, Regime: Parcial

tagio, Viver Casa e Gourmet - ARNO

Estéagio:
Estégio realizado na area de Instituicées Diferenciadas - Marketing/Gestao de Negécios sob orientagao
da docente Prof. Luciana da Silva Garcia

07/2010 - 09/2010 Es

tagio, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de S&o Paulo - IPT

Estagio:
Estégio realizado na area de Alimentagé&o Institucional sob orientagdo da docente Prof. Hebe M. Varejdo

04/2010 - 06/2010 Estagio, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo - IPT

Estéagio:
Estégio realizado na ara de Satide Coletiva sob orientagdo da docente Prof. Claudia C. Farhud

01/2010 -03/2010 Estagio, Sociedade Beneficente Alema - SBA

Estégio:
Estégio realizado na area de Nutri¢do Clinica sob orientagdo da docente Prof. Vera Silvia Frangella

Areas de atuacio

1. Nutrigéo

2. Andlise Nutricional de Populagéo

3. Bioquimica da Nutric&o

Projetos

Projetos de
pesquisa

2011 - Atual

2009 -2010

Estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com artrite reumatéide e sua relagdo com o estresse
oxidativo e o polimorfismo Arg213Gli no gene da SOD3.

Descrigao: Estudos mostram que h4a umaumento do estresse oxidativo nos pacientes com artrite
reumatéide. O zinco € um micronutriente essencial a satide humana desempenhando papel importante na
inflamacéo, através da proteina zinc finger A20 e também como antioxidante através da enzima superoxido
dismutase. A superoxido dismutase € considerada a primeira linha de defesa antioxidante. Dentre as
isoformas, a SOD3 ou EC-SOD, ¢ a principal isoenzima no fluido sinovial. A presenca do alelo variante do
polimorfismo Arg213Gly no gene da SOD3 resulta em um prejuizo na ligagéo da enzima coma heparina,
reduzido a atividade antioxidante na parede vascular, diminuindo a protegéo antioxidante no vaso. Acredita-
se que possa existir uma associagéo entre o estresse oxidativo, a presenga do polimorfismo e a
susceptibilidade para doengas cardiovasculares. Portanto, o estudo tem como objetivo avaliar o estado
nutricional relativo ao zinco de pacientes com artrite reumatdide e sua relagédo como estresse oxidativo e o
polimorfismo Arg213Gly no gene da SOD3.

Situagao: Emandamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Graziela Biude Silva; Katia Rau de Almeida Callou; Silvia Maria Franciscato Cozzolino
(Responsavel)

Financiador(es): Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-CAPES, Fundagéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo-FAPESP

Determinag@o de Selenio e da Composigdo Centesimal de Alimentos Comercializados na Cidade de Sao
Paulo

Descrigdo: A concentragéo de selénio nos alimentos produzidos no Brasil ainda tem seus dados escassos
emnossa literatura. Este elemento tem grande importancia & satide humana, pois € necessario para a
sintese da enzima glutationa peroxidase e tem-se sugerido uma agéo anticarcinogénica. Atua também no
sistema imunolégico, no metabolismo dos horménios da tiredide e na sintese de metionina a partir da
homocisteina. Sua distribuicdo na natureza apresenta variagdes emdiferentes areas do pais, influenciando
nos teores de selénio nos solos e conseqtientemente nos alimentos. Portanto, a composicéo dos alimentos
estabelece um conhecimento basico sobre a prescrigéo dietética do consumo de selénio, bem como uma
avaliagéo dos niveis de adequagdo. A auséncia de dados referentes a concentragdo deste mineral & um
fator limitante na verificagéo do consumo alimentar na populag&o brasileira.

Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagao (2); Doutorado (1);

Integrantes: Graziela Biude Silva; Daniela Bonini Nagao; Liliane Viana Pires; José Alexandre Coelho Pimentel;
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Silvia Maria Franciscato Cozzolino (Responsavel)
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-CNPg

Inglés Compreende Bem, Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Espanhol

Producao

Compreende Bem, Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé Bem

Producgao bibliografica

Capitulos de livros publicados

1.

SILVA, G.B., ALMEIDA, I. S., SANTOS, L. B., COZZOLINO, S.M.F.

Biotina In: Bases Bioquimicas e Fisiologicas da Nutricdo: Nas diferentes fases da vida, na saide e na
doenca.1 ed.Barueri : Manole, 2013, v.1, p. 571-592.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Impresso, ISBN: 9788520431771

SILVA, G.B., ALMEIDA, I. S., SANTOS, L. B., COZZOLINO, S.M.F.

Colina In: Bases Bioquimicas e Fisiologicas da Nutrigao: Nas diferentes fases da vida, na saude e na
doenga.1 ed.Barueri : Manole, 2013, v.1, p. 558-570.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Impresso, ISBN: 9788520431771

CALLOU, KRA., SILVA, G.B., ALMEIDA, . S., SANTOS, L. B., COZZOLINO, S.M.F.

Hementos-trago In: Bases Bioquimicas e Fisiologicas da Nutricdo: Nas diferentes fases da vida, na salde e
na doenga.1 ed.Barueri : Manole, 2013, v.1, p. 354-390.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgag¢&o: Impresso, ISBN: 9788520431771

Apresentacgao de trabalho e palestra

1.

CALLOU, KRA., SILVA, G.B., POLLAK, D. F., COZZOLINO, S.MF.

Evaluation of mineral status in rheumatoid arthritis patients, 2013. (Congresso,Apresentagdo de
Trabalho)

Referéncias adicionais : Espanha/inglés. Meio de divulgagao: Meio digital. Home page:

http://icn2013.con/; Local: Granada Congress Centre Paseo Violon, S/N 18006; Cidade: Granada; Evento:

IUNS 20th International Congress of Nutrition

SILVA, G.B., CALLOU, K.RA., ALMEDA, I. S., SANTOS, L. B., POLLAK, D. F., COZZOLINO, S.M.F.

Zinc nutritional status and enzymes antioxidant activity in patients with rheumatoid arthritis,
2013. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Franga/inglés. Meio de divulgagdo: Impresso. Home page:
http://www.festem.eu/festem/congresses/symposium-home/index.html; Local: Avignon Grand Hotel,
Cidade: Avignon; Evento: 5th International FESTEM Symposium on Trace Elements and Minerals

REIS, B. Z., SILVA, G.B., ALMEIDA, |. S., COZZOLINO, S.MF.

Arg213Gly Polymorphism in EC-SOD gene and its relationship to cardiovascular disease., 2012.
(Congresso,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgacéo: Outro; Local: Centro de Convengé&o
Rebougas; Cidade: Sdo Paulo; Evento: 6° Congresso da Sociedade Internacional de
Nutrigenémica/Nutrigenética; Inst.promotora/financiadora: Sociedade Internacional de
Nutrigenémica/Nutrigenética

ALMONDES, K. G. S., PIRES, L.V., Veronica Silva Bandeira, Leila Hashimoto, Luciane Luca de Alencar,
SILVA, G.B., CALLOU, K.RA., PIMENTEL, J.A.C., Rafael Barofaldi Bueno, COZZOLINO, S.M.F.

Avaliagao do estado nutricional relativo ao selénio, de enzimas antioxidantes e do dano ao DNA
em pacientes no pés tratamento da leucemia linféide aguda, 2012. (Outra,Apresentagéo de
Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Outro; Local: SERHS Natal Grand Hotel;
Cidade: Natal; Evento: Encontro SBAN: Nutrigao Clinica; Inst.promotora/financiadora: Sociedade
Brasileira de Alimentag&o e Nutrigdo

SANTOS, L. B., ALMEIDA, |. S., MAIA, C. S. C., BARROSO, C. F., SILVA, G.B., COZZOLINO, S.M.F.
Plasma selenium concentration of a population from a rich selenium brazilian area., 2012.
(Congresso,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Cuba/inglés. Meio de divulgag&o: Outro; Local: Palacio de Convengoes de
Havana; Cidade: Havana; Evento: XVI Congresso Latinoamericano de Nutrigdo (SLAN);
Inst.promotora/financiadora: Sociedade Latinoamericana de Nutri¢do

CARDOSO, B.R, CALLOU, KRA., PIRES, L.V., COMINNET, C., SILVA, G.B., COZZOLINO, S.M.F.
Determinacao do teor de selénio e avaliagdo da composigdo centesimal de amostras de
castanha do Brasil (Bertholetia Excelsa H.B.K.), 2011. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Outro; Local: Fortaleza-CE; Evento: 11°
Congresso Nacional - SBAN; Inst.promotora/financiadora: Sociedade Brasileira de Alimentagéo e
Nutrigdo

SILVA, G.B., NAGAO, D. B., COZZOLINO, S.M.F.

Determinagao de Selénio e da Composigédo Centesimal de alimenros comercializados na
cidade de Sao Paulo, 2010. (Simpésio,Apresentagao de Trabalho)

Palavras-chave: Alimentos, Selénio, Composigdo de Alimentos

Areas do conhecimento : Nutrig&o,Bioquimica da Nutrigéo,Anélise Nutricional de Populagéo
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Outro; Local: Centro de Conferencias de
Ribeirdo Preto; Cidade: Ribeirdo Preto/SP; Evento: 18° Simpésio de Iniciagdo Cientifica da Universidade
de Sao Paulo - SIICUSP; Inst.promotora/financiadora: Universidade de Séo Paulo

8. 'E} SILVA, G.B.. NAGAO, D. B, PIRES, L.V, PIMENTEL, J.A.C., CALLOU, KRA., COZZOLINO, S.MF.

Selenium Concentration in polished and parboiled rice traded in Sdo Paulo’s retail market,
2010. (Simposio,Apresentagéo de Trabalho)

Palavras-chave: Selénio, Alimentos, Composigdo de Alimentos

Areas do conhecimento : Nutrigao,Analise Nutricional de Populagéo,Bioquimica da Nutrigdo
Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagéo: Outro; Evento: XV Semana Farmacéutica de
Ciéncia e Tecnologia, Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmcéuticas/USP

.,
9. ¥ siLva, 6., NAGAO, D. B, PRES, L.V., PIMENTEL, JA.C., CALLOU, KRA., COZZOLINO, S.MF.

Selenium concentration in soluble coffee and ground coffee powder in Sao Paulo’s retail
market, 2010. (Simpdsio,Apresentagao de Trabalho)

Palavras-chave: Selénio, Alimentos, Composi¢éo de Alimentos

Areas do conhecimento : Nutrig&o,Anélise Nutricional de Populagé&o,Bioquimica da Nutri¢édo
Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagéo: Outro; Evento: XV Semana Farmacéutica de
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Ciéncia e Tecnologia, Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmecéuticas/USP

10. it} SILVA, G.B., ARROYO, J., Brazdo, P.L., BURGUEIRA, MA., MINAMI, F., PASSADORE, M.D., FREBERG,

CK.

Avaliacao Antropomeétrica e do Estado Nutricional de Policiais Militares do 16°Batalhdo da Policia
Militar da cidade de Sao Paulo, 2009. (Outra,Apresentagao de Trabalho)

Palavras-chave: ANTROPOMETRIA, estado nutricional

Areas do conhecimento : Nutrigao,Anélise Nutricional de Populagéo,Avaliagéo Nutricional

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Varios; Local: Av. Nazaré, 1501; Cidade:
Séo Paulo; Evento: XIll Jornada Cientifica do Centro Universitario Sdo Camilo;
Inst.promotora/financiadora: Centro Universitario Sdo Camilo

Eventos

Eventos

Participagcdao em eventos

1.

10.
11.
12,

13.
14,
15.

16.

Totais de producao

Apresentagao de Poster / Painel no(a) 5th International FESTEM Symposium on Trace Elements
and Minerals, 2013. (Simpdsio)

ZINC NUTRITIONAL STATUS AND ENZY MES ANTIOXIDANT ACTIVITY IN PATIENTS WITH RHEUMATOID
ARTHRITIS.

Apresentagédo de Poster / Painel no(a) 6° Congresso da Sociedade Internacional de
Nutrigenémica/Nutrigenética, 2012. (Congresso)
Arg213Gly Polymorphismin EC-SOD gene and its relationship to cardiovascular disease..

Encontro SBAN: Nutri¢do Clinica, 2012. (Encontro)

Apresentagado de Poster / Painel no(a) 18° Simpdsio de Iniciagdo Cientifica da Universidade de Sao
Paulo - SIICUSP, 2010. (Simpdsio)

Determinagao de Selénio e da Composigéo Centesimal de Alimentos Comercializados na cidade de Sao
Paulo.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2010.
(Simposio)

Selenium concentration in polished and parboiled rice traded in Sao Paulo’s retail market.

XIV Congresso Brasileiro de Nutrologia - ABRAN, 2010. (Congresso)
Interpretacdo de Exames Laboratoriais - IMEN Educagéo, 2010. (Simpdsio)

Apresentagéo Oral no(a) XlIl Jornada Cientifica do Centro Universitario Sdo Camilo, 2009. (Outra)
Avaliagdo Antropométrica e do Estado Nutricional de Policiais Militares do 16° Batalhdo da Policia Militar da
cidade de S&o Paulo.

Workshop Latino- Americano: Agées e Oportunidades na Area de Fortificagdo de Alimentos -
ILSI, 2009. (Outra)

10° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagao e Nutrigao - SBAN, 2009.
(Congresso)

SIMPONUTRI - Mesa Redonda Gerontologia: Relato de Experiéncias Alunas do Centro de
Humanizagao de Madrid, 2009. (Simpésio)

SIMPONUTRI - Mesa Redonda: Adogantes - Mitos a serem desvendados/ Nutricdo Funcional na
Consulta Clinica, 2009. (Simpésio)

Atualidades em Nutrigdo Esportiva - APAN, 2009. (Outra)
CONNUT - Congresso de Nutrigdo e Tecnologia, 2008. (Congresso)
Alimento Saudavel e Seguro: Uma Questdo de Vida ou Morte, 2008. (Seminario)

Conferencista no(a) Neuroendocrinologia da ingestédo do Alimento, 2007. (Seminario)
Neuroendocrinologia da ingestao do Alimento.

Produgio bibliografica

Capitulos de livros publicados

Apresentagdes de trabalhos (Congresso)

Apresentagdes de trabalhos (Simpdsio)

Apresentagdes de trabalhos (Outra)

Eventos

N W o W

ParticipagGes em eventos (congresso)

Participagdes em eventos (seminario)

Participagdes em eventos (simposio)
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