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RESUMO

Introducao: sabe-se que o selénio apresenta um grande efeito no estresse oxidativo
das células, tanto sistémico e principalmente cerebral. A degeneracdo cerebral,
ocorre proveniente de diversos fatores tanto internos quanto externos no organismo
humano, sendo um deles o estresse oxidativo. Sendo assim, buscam-se formas de
minimizar estes efeitos degenerativos, tendo o selénio como componente importante
na defesa antioxidativa do organismo. Objetivo: analisar o efeito do selénio no
cérebro de ratos, analisando marcadores de estresse oxidativo séricos, dentre eles
TIOL, TBARS e catalase assim como marcadores imunohistoquimicos, dentre eles
caspase-3, BCL-2, NFKB, COX2, GFAP, CD68, além do padréo estrutural neural,
nas laminas em HE. Foram analisados o padrdo do hemograma e bioquimica dentre
eles, o Colesterol total, HDL, Triglicerideos, TGO, TGP, Bilirrubinas totais e fracoes,
Ferro sérico e Homocisteina. Métodos: estudo experimental, com 36 ratos. Foi
realizada suplementacdo com selénio 0 mcg em 10 ratos, com selénio 48 mcg em 10
ratos e com selénio 96mcg em 10 ratos por 6 semanas (42 dias) e realizado autopsia
e avaliacdo comparativa dos valores de TIOL, TBARS e catalase sérica, assim como
mensuracdo dos marcadores imunohistoquimicos, assim como hemograma e
bioquimica. Resultados: houve relevancia estatistica apenas nos valores de TBARS,
sugerindo sua acdo antioxidante. Dentre os demais marcadores de estresse
oxidativo, tanto séricos como TIOL e catalase, como o0s marcadores
imunohistoquimicos, houve pouca variabilidade em suas mensurac¢des. Assim como
também tivemos um resultado inexpressivo no hemograma e bioquimica.
Concluséo: observa-se que tivemos melhora nos niveis de TBARS, porem nas
demais mensuracdes obteve-se pouca relevancia estatistica. Levanta-se o0
guestionamento sobre a dose utilizada ou a formulacdo e sua biodisponibilidade
como pontos de influencia na resposta oxidativa, sendo necessario seguimento na
investigacao.

Palavras chave: Degeneracao cerebral. Selénio. Estresse oxidativo. Marcadores
imunohistoquimico.



ABSTRACT

Introduction: it is known that selenium has a great effect on the oxidative stress of
cells, both systemic and mainly cerebral. Brain degeneration occurs from several
factors, both internal and external in the human body, one of them being oxidative
stress. Therefore, ways are sought to minimize the effects of these degeneratives,
with selenium as an important component in the body's antioxidative defense.
Objective: to analyze the effect of selenium in the brain of rats, analyzing serum
oxidative stress markers, including TIOL, TBARS and catalase as well as
immunohistochemical markers, including caspase-3, BCL-2, NFKB, COX2, GFAP,
CD68, in addition to the neural structural pattern, in HE slides. The standard of the
blood count and biochemistry were imposed, among them, the total cholesterol, HDL,
Triglycerides, TGO, TGP, total bilirubins and fractions, serum iron and homocysteine.
Methods: experimental study with 36 rats. Supplementation with selenium 0 mcg in
10 rats, with selenium 48 mcg in 10 rats and with selenium 96mcg in 10 rats for 6
weeks (42 days), and an autopsy and comparative evaluation of the values of TIOL,
TBARS and serum catalase were performed, as well as measurement of
immunohistochemicals, as well as blood count and biochemistry. Results: excluding
the statistic only in TBARS values, suggesting its antioxidant action. Among the other
oxidative stress markers, both serum such as TIOL and catalase, as well as
immunohistochemical markers, there was little variability in their measurements. As
well as an inexpressive result in the blood count and biochemistry. Conclusion: it is
observed that there was an improvement in TBARS levels, but in the other
measurements it was obtained derived from statistics. Questions are raised about the
dose used or the base and its bioavailability as points of influence on the oxidative
response, and it is necessary to continue the investigation.

Keywords: Cerebral degeneration. Selenium. Oxidative stress.
Immunohistochemical markers.
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1 INTRODUCAO

Considerado por muitos anos um elemento téxico para o ser humano, o selénio
passou a ser visto com outros olhos apdés ser encontrado em uma enzima
desintoxicante em 1973 e desencadeado desde entdo uma série de pesquisas
positivas sobre o uso dele no organismo (CHEN; BERRY, 2003).

As boas novas sobre o elemento biol6gico permitiram que cada vez mais
estudos aprofundados fossem desenvolvidos, principalmente no que diz respeito ao
seu uso em diversos aspectos na saude humana. Chen e Berry (2003) ressaltam
em seu artigo que nas ultimas trés décadas inUmeras provas foram apresentadas
sobre a funcdo do selénio na prevengdo de doencas como problemas
cardiovasculares, funcdes imunoldgicas e até mesmo na prevencao de canceres.

No que diz respeito as doencas cerebrais, por sua vez, os estudos também
destacaram a importancia do selénio para o cérebro e 0 que sua falta pode trazer de
prejuizos ao orgdo. A insuficiéncia do elemento biologico estéd ligada a diversos
distarbios neuromusculares como o Acidente Vascular Cerebral (AVC), Doenca de
Alzheimer, Doenca de Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrofica Familiar e Distrofia
de Duchenne (CHEN; BERRY, 2003).

Um ponto importante descoberto pelos pesquisadores estd no uso do selénio
como um antidoto eficaz para a toxicidade de metais pesados, 0s quais estdo
ligados a doencas neurodegenerativas segundo Chen e Berry (2003). Tal afirmacao
também foi confirmada por Danscher (1982), que por sua vez, analisou como selénio
age dentro do organismo e se une aos metais de modo a transforma-los. “Apds a
absorcao, o selénio forma um complexo com proteinas plasmaticas e é rapidamente
distribuido por todos os tecidos onde é retido e acredita-se que substitua o enxofre
em compostos contendo enxofre” (DANSCHER, 1982).

Outro estudo também com o propdsito de avaliar o selénio buscou descobrir os
efeitos da substancia e também do mercirio em atividades enzimaticas e na
peroxidacao lipidica em trés partes diferentes do animal como sangue, figado e
cérebro. EI-Demerdash (2007) na ocasido analisou ambas as substancias de forma
diferentes e separadas para demostrar o quanto o mercurio poderia afetar a saude e
0 selénio evitar tais complicagfes. Os resultados foram bastante satisfatérios e
mostraram 0 quanto o selénio é capaz de neutralizar a toxidade de mercurio no

corpo humano e dessa forma ser utilizado na prevencdo de iniUmeras doencas
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degenerativas. Dentre os principais beneficios citados por El-Demerdash (2007)
estiveram a protecdo das membranas e a protecdo contra a peroxida lipidica
espontanea.

A falta de selénio no organismo, principalmente o identificado como selénio
proteina P, influéncia diretamente nos compostos hormonais e nos
neurotransmissores reforca Whanger (2001) ocasionando assim mudancas no
humor nos humanos e mudanca de comportamento em outros animais. Um
experimento criado pelo pesquisador mostra uma reducdo significativa em
elementos como dopamina, noradrenalina e serotonina em ratos cujo a alimentacéo
foi deficiente em selénio por 15 dias. “Estes resultados com varias regiées sugerem
que a diminuicdo da protecdo do cérebro contra o dano oxidativo pode induzir dano
cerebral ao perturbar a taxa de renovacdo de algumas monoaminas” explica
Whanger (2001).

Pillai, Uyehara-Lock e Bellinger (2014) ressaltam que a deficiéncia de selénio
também esta associada ao declinio cognitivo e ao aumento do risco de convulsfes
na epilepsia. Os pesquisadores enxergam na suplementacdo uma importante aliada
tanto da diminuicdo das crises como também na prevencdo de doengas cerebrais.
Os diversos estudos que envolvem camundongos enfatizam a importancia de
ingestdo de selénio na dieta para o funcionamento normal do cérebro e ndo foram
poucos os realizados.

Sobre o Alzheimer os prognésticos séo variados e envolvem diversos riscos
genéticos e ambientais para o seu desenvolvimento. O inicio precoce da doencga, por
sua vez, pode estar relacionado a muta¢des autossébmicas dominantes dentro do
gene da proteina precursora de amiloide tendo como variante outros genes como
apolipoproteina E, assim como um pobre efeito antioxidante cerebral (PILLAI;
UYEHARA-LOCK; BELLINGER, 2014).

Em relagédo a Doenca de Parkison (DP) a maioria dos casos estéo relacionados
aos fatores ambientais e genéticos desconhecidos, porém alguns fatores incluem o
mau funcionamento glial e fatores neurotréficos que podem causar estresse
oxidativo, esse aliviado através do selénio.

O selénio pode ter um papel importante na DP ao aliviar a oxidacdo estresse
ativo via selenoproteinas. Niveis de selénio no plasma causam diminuicdo em

individuos com DP. Isso pode ser devido a maior utilizacdo de selénio para a
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producdo de selenoproteina no cérebro,possivelmente para prevenir mais danos
oxidativos (PILLAI; UYEHARA-LOCK; BELLINGER, 2014).

Além das doencas ja citadas, a isquemia cerebral também foi base de estudo
diante da falta de selénio no organismo. De acordo com Ansari et al. (2004) esse tipo
de doenca em humanos na maioria das vezes € resultante de uma ocluséo
transitdria ou permanente da artéria cerebral média e traz consigo danos
neurolégicos e com risco de morte. As enzimas antioxidantes fornecem protecao
celular vital e a ingestdo de selenito de sédio pode desempenhar diretamente um
papel de antioxidante, modular a atividade de complexos de transporte de elétrons I
e IV, o que favorece a protecao do cérebro contra a doenca (ANSARI et al., 2004).

A relacdo do selénio e o cancer, no entanto, ainda ndo esta bem definida e
muitos estudos estdo sendo produzidos para relacionar e envolver tal relagdo. Um
dos exemplos foi a pesquisa desenvolvida por Zhu et al. (1995), a qual avaliou
efeitos antiproliferativos do selénio e o efeito biolégico do elemento no crescimento
de glioma de rato e linhagens de células de glioblastoma humano. Dentre os
resultados obtidos pelos pesquisadores esteve a inibicdo do tumor no rato através
do uso selénio intracelular, algo positivo e que pode ser um importante avanco no
combate a doenca.

Sobre o cancer Whanger (2001), ressalta que o selénio também pode ser
empregado como terapia durante o tratamento juntamente com as medidas de
suporte em casos de tumores cerebrais. Um experimento relatado por ele mostra
gue pacientes com esse tipo de doenca utilizaram o elemento por 8 semanas de
forma a acompanhar possiveis melhorias.

Uma melhoria definitiva em 76% dos pacientes e uma ligeira melhora no 24%
dos pacientes foram observados e houve uma diminuicdo de sintomas como
nauseas, vomitos, dores de cabeca, vertigem, marcha instavel, distlrbios da fala
ordens e apreensdes jacksonianas. Foi concluido que o selenito pode ser
empregado com oxigénio terapia, juntamente com medidas de suporte na gestao de
pacientes com tumor cerebral (WHANGER, 2001)

Fato é gue o selénio € um importante elemento para a saude humana e sua
deficiéncia pode interferir na qualidade de vida, assim como trazer riscos reais de
disfuncbes neurologicas e morte. Burk at al. (2007), traz indagacdes relevantes no
que se refere a Apolipoproteina E Receptor-2 (ApoER2), substancia que facilita a
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captacdo da selenoproteina P (Seppl) pelas células de Sertoli e as distribui para o
corpo.

A experiéncia realizada com camundongos sobre a ApoER2 mostrou que se
atentar aos niveis da substancia também € importante visto que a mesma pode
interferir na manutencdo do selénio no cérebro e contribuir para a preservacédo da
disfuncéo neuroldgica. O estudo sugere uma interacao entre ApoER e a Seppl no
cérebro (BURK et al., 2007).

Burk et al. (1991) também j& haviam desenvolvido experimentos com ratos
recém nascidos, 0s quais tiveram como proposito avaliar experimentos fisiol6gicos
para obter visdo da funcdo da selenoproteina P. Foram inseridos altas doses de
selénio em animais com deficiéncia do elemento no sangue e avaliada a
concentracdo de selenoproteina P por periodo especifico. “Os resultados obtidos
permitiram demonstrar que Vvarias propriedades fisiol6gicas distinguem
selenoproteina P da glutationa peroxidase” destaca Burk et al. (1991).

Em contrapartida o uso de compostos organicos de selénio em excesso também
foi dedicado a andlise por apresentar riscos de toxidade quando o corpo fica exposto
ao elemento em doses elevadas. Barbosa et al. (1998) reforca que experimentos
feitos em ratos e aves permitiram descobrir alteracdes no figado, rim e cérebros dos
animais. “Existem alguns pontos de evidéncia indicando que a exposi¢cao ao selénio
causa perturbacao de sintese de heme in vivo em animais e humanos” destaca
Barbosa et al. (1998).

N&o sdos poucos os estudos que relacionam a deficiéncia do selénio com
danos neuroldgicos e ndo € a toa que desenvolvimento de experimentos e pesquisas
se fazem necessario para agucar a saude cerebral e garantir possiveis tratamentos
mais eficazes. O cérebro é um dos érgaos privilegiados em termos de retencdo de
selénio, mas o baixo estado nutricional do elemento e declinio da capacidade
intelectual pode ser crucial para a qualidade de vida dos seres humanos
(STEINBRENNER; SIES, 2013)

Sendo assim, a avaliacdo do efeito do selénio na estrutura neuronal de ratos,
assim como impacto nas células inflamatérias, se torna importante, como alternativa

na prevencao da degeneragéao cerebral.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar a estresse oxidativo com e sem suplementagdo de selénio, assim
como analisar bioquimicamente e histomorfologicamente a influéncia da

suplementacdo com selénio no processo degenerativo cerebral.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o efeito do selénio em ratos, analisando marcadores séricos de
estresse oxidativo, dentre eles, TIOL, TBARS e caspase,;

e Analisar o efeito do selénio no cérebro de ratos, analisando marcadores
imunohistoquimicos, dentre eles, caspase-3, BCL-2, NFKB, COX2, GFAP,
CD68, além do padrao estrutural neural, nas laminas em HE;

e Analisar o padrdo do hemograma frente a suplementacao do selénio

e Analisar o padrdao bioquimico, dentre eles o Colesterol total, HDL,
Triglicerideos, TGO, TGP, Bilirrubinas totais e fragbes, Ferro sérico,
homocisteina sérica, frente a suplementacéo do selénio

e Determinar a influencia do selénio como alterador no processo degenerativo

cerebral.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

A geracao de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiologico, cumprindo funcdes biologicas relevantes. Durante 0S processos
metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons nas varias reagfes bioquimicas. Sua producdo, em propor¢ces adequadas,
possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de
elétrons; fertilizacdo do 6vulo; ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos de
defesa durante o processo de infeccdo. Porém, a producao excessiva pode conduzir
a danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o
objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a
ocorréncia de danos decorrentes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocao desses. Tal
processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcdes biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos. A cronicidade do processo em questédo
tem relevantes implicacdes sobre o processo etioldgico de humerosas enfermidades
crbnicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade,
transtornos neurodegenerativos e cancer. A geracao de radicais livres desencadeia
eventos patolégicos que, por sua vez, estdo envolvidos nos processos

cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos (BARBOSA et al., 2010).
2.1.1 Fisiologia dos radicais livres
Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas

mitocdndrias, membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem,

especialmente, ser favorecidos pelos ions ferro e cobre. A mitocondria, por meio da
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cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora de radicais
livres (BARBOSA et al., 2010).

Em condicdes fisioldgicas, os organismos aerébicos metabolizam 85% a 90%
do oxigénio (O2) consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons. Os restantes 10% a 15% sé&o utilizados por diversas enzimas oxidases e
oxigenases e, ainda, por reacdes quimicas de oxidacdo direta (BARBOSA et al.,
2010).

Na verdade, radical livre ndo é o termo ideal para designar os agentes
reativos patogénicos, pois alguns deles nao apresentam elétrons desemparelhados
em sua Ultima camada. Como em sua maioria sdo derivados do metabolismo do Oz,
no decorrer deste texto utilizaremos o termo "espécies reativas do metabolismo do
oxigénio" (ERMOQ) para referirmo-nos a eles. ERMO sao encontradas em todos o0s
sistemas biolégicos. Em condicdes fisiologicas do metabolismo celular aerébio, o
O2 sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacdo de H20. Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos,
como os radicais superéxido (O2), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OH), e o
peroxido de hidrogénio (H202). Normalmente, a redugdo completa do O2 ocorre na
mitocondria, e a reatividade das ERMO é neutralizada com a entrada dos quatro
elétrons (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Em sistemas aerdébicos, é essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores
(como as ERMO) e o sistema de defesa antioxidante. Como vimos, esses agentes
sdo gerados endogenamente como conseqiéncia direta do metabolismo do Oz e
também em situacBes nao-fisioldgicas, como a exposicado da célula a xenobidticos
que provocam a reducdo incompleta de O2'6. Para proteger-se, a célula possui um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por
glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a funcdo de reparar
a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase
(GSH-Rd) e pela GSH-Px, entre outros. Com excecao da vitamina E (a-tocoferol),
gue € um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes esta no meio intracelular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Na mitocondria, o Oz sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro

elétrons, resultando na formacdo de agua. A enzima catalisadora dessa reacao é a
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citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida
enzima oxida quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma
delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O: para formar 4gua. A acdo da citocromo
oxidase controla a geracao de radicais livres, impedindo sua geracao excessiva na
mitocondria. No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas
mitocondrias sdo desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma
univalente, dando origem aos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

Em face da reducdo univalente do Oz séo gerados os radicais superoxido
(029, hidroxila (OH") e, ainda, peréxido de hidrogénio (H202). Esse processo se da
mediante reacdes especificas, catalisadas por enzimas e com a participacdo dos
ions ferro e de cobre. O H202, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um
elétron desemparelhado na sua ultima camada eletrdnica, € uma espécie com alto
potencial reativo. Por participar da reacdo de geracdo de OH' tem acdo deletéria
potencial, uma vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois
pode alterar qualquer estrutura celular que se encontre préxima. Diferente dos
radicais livres, o H202 tem vida longa e é capaz de atravessar as membranas
celulares apresentando-se potencialmente toéxico para as células. Esta toxicidade
pode ser aumentada em dez mil vezes pela presenca de ferro (Barbosa et al, 2010).

Além da capacidade do O2" em participar de reacbes de geracdo de OH’,
pode ainda, por meio da reacdo com o radical livre 6xido nitrico (NO), gerar a
espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO), também potencialmente reativa:
(BARBOSA et al., 2010).

Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em reacdes de oxido-reducado, o que 0s
capacitam como potentes catalisadores das reacdes de geracao de radicais livres. A
participacdo desses metais se d4, especialmente, por meio das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss. A primeira diz respeito a geracédo de radical OH*, por meio da reacao
do H202 com os ions em questdo, ao passo que, na segunda, estes ions catalisam a
reagao entre o H202 e o radical O2", a fim de gerar, da mesma forma, o radical OH"
(BARBOSA et al., 2010).

A ligagédo do ferro e cobre as proteinas especificas: transferrina, ferritina e
ceruloplasmina, por meio da quais estes sao transportados, utilizados e estocados,
previne e/ou minimiza as reagdes de geracao de radicais livres catalisadas por esses
metais. No citoplasma de células hepaticas, o ferro livre (ndo ligado a ferritina) é

facilmente dissociado na forma de ion, o que o torna cataliticamente ativo e apto
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para participar de reacfes de Oxido-reducdo e, consequentemente, de geracdo de
radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

Os acidos graxos poli-insaturados contidos nas membranas celulares fazem
com que essas sejam potentes geradoras de radicais livres, alcoxila (LO") e peroxila
(LO2"), por meio da lipoperoxidagéo. Tal processo constitui-se de reagbes em cadeia,
representadas pelas etapas de iniciacdo, propagacéao e terminacdo (BARBOSA et al,
2010).

O radical OH*, por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados da membrana celular, desempenha importante papel na
lipoperoxidacado, sendo considerado o principal iniciador de tal processo. Entretanto,
a participacao do ferro também é considerada fator determinante, ressaltando-se a
importancia da relagdo equimolar entre Fe3*/ Fe?*, para possibilitar a iniciagdo desse
processo. Os ions ferro agem como catalisadores da conversédo de hidroperdoxidos
lipidicos (LOOH) em radicais LO® e LO2’, que, por serem potencialmente reativos,
iniciam uma nova cadeia de reacdes, as quais podem ser rapidas ou lentas, de
acordo com a valéncia do ferro (SCHEINER et al., 2004).

Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH
oxidases (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases). Essas se
referem a proteinas transmembrana que tém, por exceléncia, a funcdo de transferir
os elétrons através das membranas celulares. Geralmente, o aceptor de elétrons € o
oxigénio e, dessa forma, em decorréncia desse processo, gera-se o radical O2". Tais
enzimas existem em pelo menos seis isoformas, diferindo quanto ao local de

expressao e co-fatores necessarios para a sua ativacdo (BEDARD; KRAUSE, 2007).

2.1.2 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas nao-
radicais. Tais acdes podem ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de
acao: impedindo a formacédo dos radicais livres ou espécies nao-radicais (sistemas
de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda,
favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas (sistemas
de reparo) (HALLIWELL et al., 2004).
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Usualmente, esse sistema é dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. No
altimo caso, € constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que
podem ter origem enddgena ou dietética. Os antioxidantes sdo definidos como
qualquer substancia que, presente em menores concentragdes que as do substrato
oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais
substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos radicais livres e
espécies ndo-radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enziméticos com
tal capacidade (CLARKSON; THOMPSON, 2000).

2.1.3 Sistema enzimético

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superéxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por
meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formacéo de
radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes em
cadeia que culminam com propagacdo e amplificacdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

As enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo propdésito, ou seja, o de impedir
o acumulo de peréxido de hidrogénio. Tal acdo integrada é de grande importancia,
uma vez gue essa espécie reativa, por meio das reacfes de Fenton e Haber-Weiss,
mediante a participagdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracdo do radical
OH*, contra o qual ndo ha sistema enziméatico de defesa (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

O referido radical (OH") vem sendo indicado como o de maior potencial reativo
e com extrema instabilidade (vida média de 10° segundos). Essas caracteristicas os
capacitam como o radical livre mais propicio na producéao de danos oxidativos. Além
de ser o principal iniciador do processo de peroxidacdo lipidica, tendo como
consequéncia a alteracdo da funcdo biolégica das membranas celulares, esse
radical € capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em relacdo a sua estrutura
e/lou funcdo biolégica. Seu ataqgue ao DNA possibilita a ocorréncia de
mutacOes (WELCH et al., 2002).

Considerando a potencialidade do radical OH* e o fato da ndo existéncia de

defesa enzimatica especializada, é de extrema importancia a manutencdo do
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perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes, com o propésito de promover a
manutencdo da integralidade celular. Assim, a GPx merece atencdo especial, uma
vez que sua acao depende da manutencao do ciclo redox da glutationa, por meio do
controle da relagdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (JUNIOR
ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001).

A atividade das enzimas em questdo muitas vezes depende da participacéo
de cofatores enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem dietética. Tais co-
fatores podem diferir de acordo com os compartimentos celulares de agédo das
enzimas. A SOD pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, €
dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocéndria, necessita do
manganés como co-fator (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas formas:
dependente e independente de selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na
mitocondria (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

2.1.4 Sistema nao-enzimatico

O sistema de defesa ndo-enzimético inclui, especialmente, os compostos
antioxidantes de origem dietética, entre 0s quais se destacam: vitaminas, minerais e
compostos fendlicos. O acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e [B-caroteno,
precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos
potencialmente antioxidantes. Outros carotendides sem atividade de vitamina A,
como licopeno, luteina e zeaxantina, também o sdo. Entre os minerais destacam--se
0 zinco, cobre, selénio e magnésio (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Usualmente, os estudos que se referem a acdo de compostos antioxidantes
limitam-nos a avaliacdo de nutrientes e/ou alimentos isolados, em detrimento da
consideracdo dos padrdes dietéticos. Tal fato consiste em relevante limitacdo
metodoldgica, uma vez que nao se considera a interagao entre 0s varios nutrientes e
alimentos que podem atuar em sinergia na protecdo contra os danos oxidativos as
células e aos tecidos. Assim, pode-se incorrer em erros na interpretacdo dos
resultados referentes ao potencial antioxidante dos compostos estudados (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

A vitamina C e E, em um estudo experimental, realizado por El-Demerdash
(2001), demosntrou que as vitaminas causaram uma reducgédo significativa de dano

oxidativo em eritrocitos em diferentes concentragcdes, como evidenciado pelo
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aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), nos
conteudos de grupos sulfidrila (grupos SH) e nas atividades de acetilcolinesterase
(AChE), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST). A resposta dependia da concentragdo. Em conclusdo, vitaminas
antioxidantes, especialmente vitamina E, podem ser capazes de melhorar o estresse
oxidativo (EL-DEMERDASH, 2001).

A vitamina C é, por exceléncia, um antioxidante em potencial. No entanto, a
presenca de metais de transicdo como o ferro possibilita sua acdo oxidante,
tornando-a capaz de produzir espécies radicais (OH?) e ndao-radicais (H202)
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Estudo realizado com cultura de células mostrou que essas, quando
incubadas em H202, sofreram danos em resposta a acao oxidativa dessa espécie. A
vitamina C, em presenca de ferro, aumentou a expressao dos danos referidos. Os
autores sugerem o envolvimento da vitamina C na regulacdo do metabolismo de
ferro, aumentando sua absorcdo e tornando-o mais apto a desempenhar sua acéo
catalitica sobre as reacdes de Fenton, resultando na conversao do H202 em radicais
OH’, potencialmente mais reativos. Também ressaltaram que, concomitantemente,
ocorre a modulacdo da expressao de dois genes relacionados aos receptores de
transferrina e ferritina (DUARTE; JONES, 2007).

Outra interacdo diz respeito ao composto quercetina, flavondide amplamente
encontrado no vinho tinto. Tal composto é potencialmente antioxidante. Entretanto,
pode reagir com ferro e tornar-se um pro-oxidante (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

As vitaminas C e E, por sua vez, demonstram interacdo cooperativa na
inibicdo da peroxidacéo lipidica e na protecdo contra danos oxidativos ao DNA. No
entanto, Huang et al. (2009), ndo encontraram efeito sinérgico (p=0,12) entre a acado
das vitaminas C (500mg/dia) e E (400 IU de a-tocoferol/dia) suplementadas durante
dois meses, nos niveis urinarios de PGF2-alfa-8-isoprostano, marcador da
peroxidacao lipidica (HUANG et al, 2009).

A avaliagdo do potencial antioxidante in vivo dos compostos nao-enzimaticos
depende de algumas variaveis, entre elas: absorcdo e biodisponibilidade em
condicbes fisioldgicas; concentracdo plasmatica ideal para desempenhar sua
atividade antioxidante; tipos de radicais livres gerados no processo oxidativo; em
gual compartimento celular foram gerados e como foram gerados (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).
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A acao de determinado antioxidante pode, portanto, variar de acordo com o
compartimento celular ou tecido no qual atua. A vitamina C apresenta intensa
atividade antioxidante contra radicais livres gerados em meio hidrofilico. No entanto,
tal vitamina pode nado ser capaz de inibir os radicais livres que propagam as reagdes
de peroxidacéo lipidica em meios lipofilicos. Ja os flavondides séo capazes de agir
como antioxidantes, inativando radicais livres em ambos o0s compartimentos
celulares, hidrofilico e lipofilico (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Segundo Huang et al., a vitamina C (p=0,01) mostrou-se capaz de aumentar a
capacidade antioxidante total do soro (serum oxygenradical absorbance capacity -
ORAC), o que ndo ocorreu com a vitamina E (p=0,52). Os autores ressaltam que
esse resultado reflete o fato de a vitamina C, ao contrario da E, desempenhar melhor
atividade antioxidante em meios hidrofilicos (HUANG et al., 2009).

2.1.5 Marcadores do estresse oxidativo

Quando a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a
capacidade de acdo dos antioxidantes, se favorece a oxidacdo de biomoléculas,
gerando metabdlitos especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem
ser identificados e quantificados. Tais marcadores sdo derivados, sobretudo, da
oxidacdo de lipideos, proteinas e Acido Desoxirribonucléico (DNA), sendo o0s
primeiros os de maior expressdo. Outra forma de abordar a avaliacdo do estresse
oxidativo é a que emprega métodos indiretos, baseados na capacidade antioxidante
(HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Cada vez ha maior evidéncia cientifica de que o0 estresse oxidativo
desencadeia relevantes implicacdes sobre os mecanismos que culminam com o
desenvolvimento da sindrome metabdlica. Dentre os varios fatores que modulam o
estresse oxidativo, destaca-se a dieta. Assim, os marcadores do estresse oxidativo
constituem ferramentas notaveis na avaliacdo dos possiveis efeitos e implicacbes da
dieta sobre o referido processo (MAYNE, 2003).

Dentre as técnicas mais significativas e de relevancia na quantificacdo de
danos oxidativo em lipidios, baseia-se em medir, por meio de métodos
colorimétricos, as substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (thiobarbituric
acid — TBA). A quantificagdo de isoprostanos, também vem sendo proposta como

uma técnica promissora (MAYNE, 2003).
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Os aldeidos séo substancias que se destacam como metabdlitos secundarios
da oxidacao de lipidios. Dentre estes compostos, 0 malondialdeido é um dos mais
abundantes, resultante da peroxidacgéo lipidica tecidual, principalmente dos acidos
graxos araquidonico, eicosapentaenoico e docosaexaenoico. Para a sua dosagem
sdo empregados métodos colorimétricos, como no teste do TBA. Em tal teste uma
molécula de malondialdeido reage com duas de TBA, formando-se um complexo de
cor vermelha que é lido em um comprimento de onda especifico (532-535nm). A
concentracdo plasmética de malondialdeido € expressa em nmol/mL de plasma
(MAYNE, 2003).

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execucéo, o teste do TBA nao é
especifico para o malondialdeido, reagindo com uma ampla variedade de
compostos, entre eles, outros aldeidos que ndo o malondialdeido e ainda, acUcares,
aminoécidos, proteina, aminas e bilirrubina. Por este motivo é também denominado
teste das substancias que reagem com o acido tiobarbitarico (Thiobarbituric Acid-
Reactive Substances — TBARS) (MAYNE, 2003).

O teste de TBARS, apesar de sabidamente inespecifico, ainda apresenta
ampla aplicacéo, devido especialmente, a sua facilidade de execucéo e baixo custo.
A possibilidade de reacdo do TBA com substancias intervenientes tem como
conseqUéncia superestimar a extensdo do processo de peroxidacdo lipidica,
decorrente da deteccdo ndo s6 do malondialdeido, mas também de compostos
interferentes. (MAYNE, 2003).

2.1.6 Fatores exdgenos moduladores do estresse oxidativo

Na Dieta, Paniz et al. (2007), demonstraram que 0s niveis plasméticos de
vitamina C correlacionaram-se positivamente com os de albumina (r=0,317; p=0,009)
e com a ALA-D (d-aminolevulinate dehydratase activity) (r=0,308; p=0,011).
Conforme supdem esses autores, a vitamina C tem acéo protetora sobre 0s grupos
tiol (-SH) dessas proteinas, uma vez que esses sdo suscetiveis de oxidacao.
Observou-se, ainda, correlagdo negativa (r=-0,241; p=0,042) entre a ALA-D e os
grupos carbonila (PANIZ et al., 2007).

Em estudo com cultura de células, foram administradas as vitaminas C
(60mM) e E (2mM) a eritrécitos de ratos previamente incubados com H202. Os

resultados mostraram que ambas as vitaminas diminuiram efetivamente (p<0,05) a



24

concentracdo plasmatica de malondialdeido, também marcador da peroxidacao
lipidica (REDDY et al., 2007).

Huang et al. (2009) avaliaram, em adultos ndo fumantes, o efeito isolado das
vitaminas C (500mg/dia) e E (400 U de a-tocoferol/dia), suplementadas durante dois
meses, bem como o efeito da interacdo entre elas. Ndo foi observado efeito
sinérgico entre a acao das vitaminas C e E em nenhum dos marcadores avaliados:
malondialdeido (p=0,46), F2-isoprostanos (p=0,23) e capacidade antioxidante total
do soro (ORAC) (p=0,13). Em relacéo ao efeito isolado, a vitamina C e ndo a E se
mostrou capaz de agir em pelo menos um dos marcadores em questéo, aumentando
a ORAC (M=194, DP=75umol Trolox/L; p=0,01) (HUANG et al, 2009).

Prasad et al. (2007) referem-se ao zinco como um agente antioxidante
altamente eficiente. Estes autores testaram, em individuos entre 55 e 87 anos de
idade, o efeito antioxidante da suplementacdo de zinco (45mg de zinco elementar).
Apos seis meses de suplementacéo, 0 zinco mostrou-se capaz de diminuir 0s niveis
plasmaticos de malondialdeido (M=1,66, DP=0,34 versus M=1,35,
DP=0,18; p=0,002) e 8-hidroxil-2'-deoxiguanosina (8HdG) (M=0,63, DP=0,16 versus
M=0,50, DP=0,14; p=0,030). O composto 8-OHdG tem sido apontado como o
marcador de maior relevancia na avaliacdo do dano oxidativo ao DNA (PRASAD et
al., 2007).

Bruno et al. (2007), testaram, em ratos Sprague Dawley, o efeito de dietas
adequadas (AZ; 50mg de Zn/kg de dieta; n=12) e deficientes em zinco (DZ; <0,05mg
de Zn/kg de dieta; n=12), administradas por 21 dias. O grupo DZ mostrou menores
niveis plasméaticos de F2-isoprostanos (p<0,05) e menor Ferritin-reducing Ability of
Plasma (FRAP) (p=0,039). Além do efeito sobre esses marcadores, associaram-se a
DZ menores niveis plasméaticos dos antioxidantes: vitamina C (p=0,003) e a-tocoferol
(p<0,001). O FRAP diz respeito a uma medida da capacidade antioxidante do
plasma, pois menor FRAP indica menor capacidade de ligagcédo da ferritina ao ferro e,
consequentemente, maior quantidade de ferro livre, capaz de catalisar a geracdo de
radicais OH", por meio das reagfes de Fenton e Haber-Weiss (BRUNO et al., 2007).

Oteiza et al. (1995) também testaram em ratos Sprague Dawley o efeito de
dieta deficiente em zinco (DZ; 0,5ugZn/g de dieta; n=10) sobre marcadores do
estresse oxidativo. Apos 14 dias, o grupo DZ, quando comparado ao que recebeu
dieta adequada em zinco (AZ; 25ugZn/g de dieta; n=10), mostrou maiores niveis

plasmaticos de grupos carbonila (M=3,6, DP=0,2 versus M=2,4, DP=0,2; p<0,05) e
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TBARS (Thiobarbituric Acid-Reative Substances) (M=39, DP=3 versus M=25,
DP=2; p<0,05). No entanto, ndo houve efeito significativo sobre o marcador da
oxidaggdo ao DNA, o0 composto 8-hidroxil-2'-deoxiguanosina (M=8,9,
DP=1 versus M=6,8, DP=1; p>0,05). O TBARS, teste das substancias que reagem
com o acido tiobarbittrico, dosa os aldeidos, substancias que se destacam como
metabdlitos secundarios da oxidacéo de lipideos. Dentre esses, o malondialdeido é
um dos mais abundantes (OTEIZA et al., 1995).

Karlsen et al. (2007), avaliaram o efeito da ingestdo diaria de uma taca de
vinho tinto sobre marcadores do estresse oxidativo. Sugere-se que a acao protetora
do vinho sobre o estresse oxidativo se d&, especialmente, pela presenca dos
compostos fendlicos. O estudo foi realizado com 94 individuos (31 homens e 57
mulheres) com idade entre 37 e 70 anos. Estes foram divididos em dois grupos:
teste (150mL/dia de vinho tinto) e controle. Independente do sexo, o vinho tinto ndo
foi capaz de exercer efeito sobre nenhum dos marcadores avaliados: FRAP e niveis
plasmaticos dos antioxidantes, a-tocoferol, B-caroteno, glutationa e compostos
fendlicos totais. Cabe ressaltar que tal estudo teve os seguintes critérios de
exclusdo: presenca de doencas crénicas ndo transmissiveis, tabagismo, uso de
medicamentos (estatinas e aspirinas) e consumo de alcool além do presente no
vinho. Estes foram estabelecidos com o objetivo de promover maior homogeneidade
da amostra e minimizar os efeitos de possiveis vieses. Destaca-se, aqui, a ampla
faixa etaria da populacdo estudada e a auséncia de controle dos habitos dietéticos e
de atividade fisica (KARLSEN et al., 2007).

Outros fatores dietéticos que ndo a suplementacdo de antioxidantes também
se mostraram capazes de exercer efeitos sobre o0 estresse oxidativo. Dentre esses, 0
de maior expressao é a adequacao da ingestao energética.

Burneiko et al. (2006) destacam que a ingestdo de dietas hiperenergéticas se
associa com o desenvolvimento de cancer, doencas degenerativas relacionadas ao
envelhecimento, dislipidemia, aterosclerose e doencas cardiovasculares. Os autores
ressaltam que o estresse oxidativo vem sendo considerado importante elo em tais
associacbes e que os efeitos benéficos da restricdo energética podem estar
associados a reducédo do peso corporal (BURNEIKO et al., 2006).

Avaliou-se em ratos Wistar o efeito de Dieta Hiperenergética (DH) sobre
marcadores do estresse oxidativo. Apds oito semanas de experimentacao,

comparam-se os grupos DH e controle, ndo havendo diferengas em relacdo aos
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marcadores avaliados: niveis plasmaticos totais de compostos antioxidantes e
atividades das enzimas catalase e glutationa peroxidase. Nesse mesmo estudo, 0s
autores encontraram que a interacdo entre DH e atividade fisica (natacdo 2 e 3
vezes/semana) tiveram efeito pro-oxidante, diminuindo a atividade enzimatica da
catalase mediante andlise do figado dos animais (BURNEIKO et al., 2006).

Johnson et al. (2007) investigaram o efeito da ingestédo de dieta com restricao
energética sobre marcadores do estresse oxidativo. Participaram do estudo dez
individuos obesos (IMC>30 kg/m?), os quais receberam, em dias alternados, Dieta
Restritiva (DR) com 20% de reducao da ingestao energética normal e Dieta Normal
(DN), irrestrita. O grupo DR, comparado ao DN, mostrou menores niveis plasmaticos
de grupos carbonila e F2-isoprostanos, apés 2, 4 e 8 semanas de
intervencao (JOHNSON et al., 2007).

Durante uma atividade fisica intensa, o consumo total de oxigénio é
aumentado em, aproximadamente, dez a vinte vezes. A captacdo do oxigénio pelo
tecido muscular também sofre aumento relevante, da ordem de cem a duzentas
vezes. Tais alteracées no metabolismo de oxigénio favorecem a geracéo de radicais
livres e/ou espécies reativas ndo-radicais. A atividade fisica intensa é capaz de gerar
as espécies em questdo, por meio da ativacdo de, pelo menos, trés mecanismos
principais: producdo mitocondrial, citoplasmatica e favorecida pelos ions ferro e
cobre (KOURY; DONANGELO, 2003).

A atividade fisica intensa, em razéo do incremento do consumo de oxigénio, é
um fator que predispbe a geracdo de agentes oxidantes. No entanto, € também habil
em promover mecanismos de adaptacdo capazes de mitigar os danos oxidativos
causados pela acdo de tais agentes. Esses mecanismos estdo relacionados ao
sistema de defesa enzimatico e ndo-enzimético (SCHNEIDER et al, 2004).

Em decorréncia da resposta adaptativa mediada pela atividade fisica, as
espécies reativas geradas tém acdo de sinalizadores celulares capazes de ativar
vias de regulacdo de genes relacionados a expressdo de enzimas e proteinas
especificas responsaveis por manter o equilibrio intracelular entre oxidantes e
antioxidantes. A enzima xantina oxidase esta envolvida na producdo do radical
superéxido (O2°). No entanto, a geracéo de proteinas com atividade quinase3®, entre
outras acdes, é responséavel pelo aumento da expressao da superéxido dismutase,
defesa antioxidante contra o radical O2" (SOUZA JUNIOR; OLIVERIA; PEREIRA,
2005).
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Souza Juanior, Oliveria e Pereira (2005) ao testar o efeito da atividade fisica
intensa sobre marcadores do estresse oxidativo, observaram que, comparado ao
repouso, a corrida em esteira rolante determinou aumento nos niveis plasméticos de
malondialdeido, principalmente decorridos 23 (M=0,21m DP=0,012 versus M=1,5,
DP=0,009; aumento de 714%; p<0,01) e 26 minutos (M=0,21,
DP=0,012 versus M=1,6, DP=0,013; aumento de 761%; p<0,01). Os autores ainda
ressaltaram que os niveis de malondialdeido relacionaram-se negativamente com a
capacidade total do plasma, sendo que esta sofreu reducdo de 52% (M=483,
DP=88 versus M=233, DP=12); p<0,01) e 59% (M=483, DP=88 versus M=200,
DP=14; p<0,01), aos 23 e 26 minutos, respectivamente (SOUZA JUNIOR;
OLIVERIA; PEREIRA, 2005).

Clarkson e Thompson (2000) ressaltam que a atividade fisica intensa exerce
efeitos sobre os aumentos dos niveis plasméticos de malondialdeido e concentracdo
de pentano exalado no ar expirado. Esse ultimo marcador, segundo Knutson et al.3°,
decorre da quantificacdo de compostos volateis que constitui em outra técnica de
afericdo da oxidacéo lipidica. Entre tais compostos destacam-se, principalmente, os
hidrocarbonetos etano e pentano, formados mediante peroxidacdo lipidica dos
acidos graxos poli-insaturados da série 6mega 3 e 6, respectivamente (CLARKSON;
THOMPSON, 2000).

Burneiko et al. (2006) estudaram, em ratos Wistar, o efeito da atividade fisica
sobre o estresse oxidativo. Os ratos foram distribuidos em trés grupos (n=8):
sedendario (S), praticantes de atividade fisica por dois dias/semana (AT2) e cinco
dias/semana (AT5). A atividade fisica eleita foi a natacdo. ApOs oito semanas de
experimentacao, independentemente da frequéncia de realizagdo da atividade fisica,
0 grupo dos ratos ativos mostrou maiores niveis séricos totais de substancias
antioxidantes: AT2 versus S (M=24,5, DP=2,8 versus M=18,9, DP=1,4; p<0,05) e
AT5 versus S (M=30,4, DP=4,4 versus M=18,9, DP=1,4; p<0,05). Tais resultados
(aumento dos niveis séricos totais de substancias antioxidantes) sugerem a
ocorréncia da resposta adaptativa mediante a realizacdo de atividade
fisica (BURNEIKO et al., 2006).

Clarkson e Thompson (2000) ainda destacam que, mediante a realizagao de
atividade fisica intensa, a suplementacdo de antioxidantes, especialmente as
vitaminas C e E, é capaz de exercer efeitos sobre a reducdo de marcadores do

estresse oxidativo. No entanto, esses autores discutem a necessidade de tais
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suplementos diante da existéncia de resposta adaptativa mediada pela atividade
fisica, habil em promover mecanismos de protecdo contra a geracao excessiva de
espécies reativas capazes de causar danos as células e aos tecidos (CLARKSON;
THOMPSON, 2000).

Referente a outros fatores, Segundo Park, Park e Gwak (1998), o fumo é
capaz de alterar os marcadores da peroxidacédo lipidica, oxidar os grupos tiois das
proteinas e aumentar os niveis plasmaticos dos grupos carbonila. Sua acao sobre a
oxidagdo do DNA promove o aumento da geracdo dos compostos 8-hidroxil-2'-
deoxiguanosina. Ressaltam ainda que os niveis plasmaticos de vitamina C e E
encontram-se reduzidos em individuos fumantes (PARK; PARK; GWAK, 1998).

Park, Park e Gwak (1998), testaram, em ratos Sprague Dawley, o efeito do
fumo sobre marcadores do estresse oxidativo. Os ratos foram submetidos a inalacao
de fumaca de cigarro, durante um més, com a frequéncia de trés vezes ao dia. A
andlise de tecidos de pulméo de ratos do grupo-teste, quando comprado ao controle,
mostrou  maiores niveis de glutationa oxidada (GSSG; M=0,74,
DP=0,06 versus M=0,09, DP=0,05; p<0,001), contrastando com menores niveis de
glutationa reduzida (GSH; M=7,92, DP=0,83 versus M=14,40, DP=0,58; p<0,001). O
composto 8-hidroxil-2'deoxiguanosina esteve presente em maiores quantidades nos
tecidos de pulmonares (p<0,05), hepaticos (p<0,005) e cardiacos (p<0,05) de ratos
do grupo teste (PARK; PARK; GWAK, 1998).

Lykkesleldt (2007), em estudo de revisdo, apontou que 0s niveis dos
marcadores de peroxidacao lipidica, Thiobarbituric Acid-Reative
Substances (TBARS) e malondialdeido, correlacionaram-se positivamente com o
habito de fumar. Entre os 45 estudos revisados, 33 revelaram resultados com
significAncia estatistica, a pelo menos, 5% de probabilidade. Tais resultados
referem-se aos maiores niveis dos marcadores em questdo, no grupo de individuos
fumantes quando comparado aos nao-fumantes. Os referidos estudos foram todos
realizados em humanos. No entanto, variaram quanto ao numero de individuos
participantes, tempo de acompanhamento, niumero de cigarros, métodos de afericao
dos marcadores e fluido bioldgico no qual estes foram medidos (plasma, soro, saliva
ou urina) (LYKKESLELDT, 2007).

Os efeitos do alcool sobre o estresse oxidativo podem ser diretos ou ainda
mediados por seus metabolitos secundarios, sendo marcante sua atuagdo sobre a

reducado dos niveis plasmaticos ou séricos dos antioxidantes dietéticos, entre eles: a-
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tocoferol, acido ascorbico e selénio. Das e Vasudevan (2007), sugeriram que O
metabolismo do etanol esta diretamente envolvido na geracdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, bem como na deplecdo dos componentes do sistema
antioxidante e aumento nos niveis de marcadores especificos, sobretudo
malondialdeido (DAS; VASUDEVAN, 2007).

Lecomte et al (1994); demonstraram que, independente do estado nutricional,
o alcool exerce efeito sobre os niveis plasmaticos de vitaminas e minerais
antioxidantes, bem como sobre marcadores especificos. Foram estudados 417
homens, entre 29 e 49 anos de idade, consumidores leves (<33g/dia; M=1, DP=10,6
- 9,2¢g/dia) e moderados (>33g/dia; M=1, DP=59,0 - 25,7g/dia) de 4&lcool.
Comparados a 102 pacientes alcoodlatras sem complicacbes hepaticas, as
concentracdes plasmaticas de a-tocoferol, acido ascoérbico e selénio foram maiores
(p<0,001) nos bebedores leves, ao passo que as de malondialdeido foram menores
(p<0,001) (LECOMTE et al., 1994).

Huang et al. (2009) ratificaram o efeito do alcool sobre o estresse oxidativo,
analisando em 76 individuos alcoollatras, marcadores especificos. Tal andlise,
quando comparada a do grupo controle (19 individuos saudéaveis, ndo bebedores),
mostrou niveis séricos significativamente maiores de malondialdeido, enquanto que
menor atividade da SOD (HUANG et al., 2009).

Entre os fatores exdgenos, potencialmente geradores de radicais livres,
destacam-se ainda 0s xenobidticos, radiacdes ionizantes, metais pesados, entre
outros (LYKKESLELDT, 2007).

Os xenobidticos promovem, via citocromo P-450 ou ciclo redox, a producdo
de espécies reativas de oxigénio. Um mediador de baixo peso molecular do ciclo
redox, usualmente flavina adenina dinucleotideo, age como aceptor de elétrons do
xenobidtico em questdo e sequencialmente, transfere este elétron a outro aceptor,
desta vez o oxigénio, gerando assim radicais superéxido. Na presenc¢a de antimicina
A (antibiético produzido por bactérias do género Streptomyces), alguns
intermediarios da cadeia transportadora de elétrons, como a ubiquinona, se auto-
oxidam dando lugar a perda de elétrons e consequente formacdo de radicais
superoxido. Os anti-inflamatoérios néo-esterdides (AINES) induzem a geracdo de
radicais superéxido, via ativacdo da NADPH oxidase, complexo enzimético
transmembrana gerador do radical superoxido. Li et al. (2008), demonstraram que
mediante a administragdo AINE houve aumento na expressdo de NADPH oxidase e
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P22phox (subunidade necesséria a ativacdo enzimatica) em tecido cardiaco e aorta
de ratos hipertensivos. Os autores ainda evidenciaram tais resultados em células
endoteliais humanas (LI et al., 2008).

As radiacfes ionizantes promovem a instauracdo do estresse oxidativo, entre
0S mecanismos propostos destacam-se: a ativacdo das NADPH oxidases, a
disfuncéo da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e a redugéo da atividade
das enzimas antioxidantes, sobretudo da SOD-Mn. Lemon, Rollo e Boreham
(2008). demonstraram maiores niveis de 8-Hidroxyl-2'-Deoxyguanosine (8-OHdG),
marcador de dano oxidativo ao DNA (acido nucléico guanina), em ratos submetidos
a radiacdo gama (yH2AX) proveniente de uma fonte radiotiva de césio (*3'Cs).
Outros estudos ratificam o efeito das radiagbes ionizantes sobre marcadores do
estresse oxidativo, sobretudo os referentes ao dano oxidativo ao DNA, decorrentes
dos processos mutagénicos, aberracfes cromossdmicas, instabilidade gendmica e
alteracdes teloméricas (LEMON; ROLLO; BOREHAM, 2008).

O acumulo de metais pesados em um sistema biologico propicia a catalise de
reacdes que culminam na geracao de espécies reativas de oxigénio, e ainda pode
exercer influéncia sobre os mecanismos de defesa antioxidante, sobretudo o
enzimatico. Farombi, Adelowo e Ajimoko (2007), por meio de espectrofotometria de
absorcdo atbmica, evidenciaram a presenca de altos niveis de metais pesados
(arsénio, chumbo, cadmio, cobre e zinco) nas aguas do rio Ogun (Nigéria, Africa).
Posteriormente, demonstraram que nos peixes nativos deste rio houve diminuicdo da
atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase, alteracdes no ciclo redox da
glutationa e, ainda, inducdo da peroxidacdo lipidica (FAROMBI; ADELOWO;
AJIMOKO, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTOS E PROCEDIMENTOS INICIAIS

O célculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando o GPower 3.1.9.4
(FAUL, 2007). O objetivo do estudo foi verificar as diferencas entre 3 grupos de
animais suplementados com selénio. Foi utilizado um poder de amostra de 80% e
um erro de 10% para medidas quantitativas e amostras dependentes, considerando
cenario de expectativa de diferencas de 50%.

O uso dos ratos da raca Wistar (Rattus novergicus) foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-
UEPG) no processo 2020/0241818 sob o protocolo 20.000016330-1. Dessa forma,
48 animais provieram do Biotério Central da UEPG de tal forma que 36 eram ratas
(fémeas) com idade de 3 meses com peso médio de 232,79 + 17,4 (IC 95%; p =
0,09) variando entre 226,79 e 238,5g. Todo o material biolégico foi mantido no
biotério supracitado em constantes condi¢cdes de luminosidade (12h luz/12h escuro)
e ambiente climatizado.

Os animais foram acondicionados em caixas-padrdo com forragem de
maravalha e disponibilidade de agua e racdo comercial constantes. As ratas foram
divididas em 3 grupos de acordo com a suplementacdo de selénio, de modo que
cada grupo contou com 12 ratas, a saber:

' GO (grupo controle): recebeu 0,5 mL de soro fisiologico por gavagem;

' G1 (grupo 1): recebeu 0,2 mL de selénio quelado (48 ug) dissolvidos
em 0,3 mL de soro fisioldégico por gavagem;

' G2 (grupo 2): recebeu 0,4 mL de selénio quelado (96 pg) dissolvidos
em 0,1 mL de soro fisiolégico por gavagem.

Cada grupo foi subdividido em 4 caixas com 3 ratas cada. Para identificacao
das ratas, realizou-se marcagdo nos rabos com caneta atdxica (auséncia de
marcacao, um anel ou dois anéis).

A duracao total do experimento foi de seis semanas.

Entre a segunda e a sexta semana, realizou-se, também, gavagem. Para isto,
utilizou-se agulha de gavagem, seringa 1 mL, soro fisiologico para diluicdo e selénio

quelado 240 ug/L solubilizado em glicerol. No inicio da 52 semana, houve exposi¢céo
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aos machos, sendo um rato em cada caixa. Esta fase ocorreu durante duas
semanas.

Ao final da 62 semana, realizou-se a eutanasia das ratas. Nesta, imergiu-se 0s
animais em recipiente contendo anestésico inalatério isoflurano 1 mL/mL e, apds a
anestesia, cada rata foi submetida a transeccdo toracoabdominal através de bisturi.
Posteriormente, realizou-se puncdo cardiaca para coleta sanguinea e analise
bioguimica. Houve a retirada do figado, pulméao, ovario e Utero para outros trabalhos.
Além disso, foi realizada a decapitacdo dos animais para a retirada do cérebro. O
lobo frontal foi encaminhado para analise imunohistoquimica, enquanto o restante do
orgao foi preservado para analises histologicas e de estresse oxidativo. As amostras
destinadas para a andlise histolégica foram armazenadas em formol em temperatura
ambiente, enquanto as destinadas para a andlise bioquimica foram acondicionadas
em soro fisiolégico 0,9% e armazenadas em supercongelador a -80°C. Todo material

colhido foi devidamente identificado a fim de evitar vieses.

3. 2 ANALISES BIOQUIMICAS

Apbés serem descongelados para 0s ensaios bioquimicos do estresse
oxidativo, os 6rgaos foram colocados em Eppendorf, e 0 peso de cada amostra foi
obtida (ANEXO A). Entéo, foi realizado o preparo dos tecidos (homogenato), em que
foram homogeneizados em tampé&o Tris/HClI 50mM pH 7.4 na seguinte propor¢ao
(Tabela 1):

Tabela 1 - Volume de Tris/HCI 50mM por grama de amostra nos 6rgéos

Orgao Volume de Tris/HCI 50mM por grama
de amostra

Cérebro 5ml

Figado 10ml

Pulméao 5ml

Ovério 10ml

Fonte: O autor

Em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm, pelo
equipamento vortex. O sobrenadante foi coletado e denominado como S1.
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Para a determinacdo da concentracdo do tiol ndo proteico (NPSH), realizou-
se a quantificacdo de grupos sulfidricos ndo-protéicos (SH-NP) nos tecidos dos ratos
(ELLMAN, 1959). Uma aliquota do S1 foi misturada (1:1) com &cido tricloroacético
(TCA) 10% (500pL do S1+ 500uL de TCA 10%), homogeneizado e centrifugado por
10 minutos a 3000 rpm. Os grupos sulfidricos ndo protéicos foram determinados a
partir do sobrenadante. A esta fracdo de sobrenadante foi adicionado o tampéao
fosfato de potassio 1M, pH 7.4, e DTNB 10mM (5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid). A
mistura foi agitada e lida em espectrofotdmetro a A = 412 nm (triplicata). Uma curva
de calibracdo (Tabela 2) foi obtida com padréo de glutationa reduzida 1mM (GSH,
Sigma Aldrich®) e os resultados expressos como micrograma de SH-NP/grama de
tecido (ug SH-NP. g tecido™):

Figura 1 - Curva de calibragdo obtida com padréo de glutationa reduzida 1mM

2
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1.8 =
16 / R = 0,098
1.4 /
1,2

1 / + Sériel
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o

o 0,00002 0,00004 000000 O0,00008 00001 000012

Fonte: O autor

Para quantificacdo de grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (SH-NP) no soro dos
ratos, a partir de 25 pL de soro, adicionou-se 625 uL de tampao Tris/HCI (0,1 M, pH
8,2), 75 uL de agua destilada e 25 pyL de DTNB (5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid))
(0,124 mM). A mistura foi agitada, incubada por 15 minutos ao abrigo da luz e a
absorbancia lida em espectrofotdmetro a A=412 nm (as leituras foram feitas em
triplicata). Os resultados foram expressos em micromol de SH-NP/ mililitro de soro
(umol SH-NP.mL soro) (ELLMAN, 1959).

A determinacdo dos niveis de lipoperoxidacado (TBARS) foi realizada a partir

da fracdo de 200 pL de S1, no qual foram adicionados uma mistura de 500 pL de
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acido tiobarbiturico (0,8%), 200 yL de sédio dodecilsulfato (8,1%) e 500 uL de
tampdéo acido acético (pH 3,4). Estas misturas foram incubadas durante 2 horas a
95°C. O Malondialdeido (MDA), formado como um produto final da lipoperoxidacéo,
serviu como indice da intensidade da lipoperoxidacdo. Como o MDA reage com 0
acido tiobarbitirico gerando um produto colorido, foi entdo medido a concentracao
de MDA por tecido, através de andlise Optica na comprimento de onda de 532 nm.
Uma curva de calibragcéo foi obtida com padrdo de MDA 0,3 nM e os resultados
expressos como nanomoles de MDA por miligrama de tecido (ACKER, 2012).

Através da espectrofotometria realizou-se a determinacdo da atividade da
catalase (CAT), a qual avalia a depreciacdo do peroxido de hidrogénio no
homogenato (S1) em 420 nm (PACKER, 1984). A reacdo enzimatica iniciou-se pela
adicdo de 100 yL de S1 e perdxido de hidrogénio 0,3 mM para um meio contendo
tampéo de fosfato de Potassio 50 mM pH 7.0. A atividade da catalase é obtida por
meio da diferenca da absorbancia das leituras entre o intervalo de tempo 0 e 120
segundos, proporcional a velocidade da reacdo enzimatica catalisada pela catalase.

A determinacdo de concentracdo de peroxido foi realizada a partir de 4
métodos diferentes (MM H202/g de tecido/min; mM H202/ml de S1/min; k/g/min;
k/min):

' O calculo da atividade da catalase foi realizado segundo a seguinte
equacdo (MINOZZO, 2015; RAVISKI, 2016):

)
CAT=Aabs(min)/ (V*C)

Onde:

DAabsmin )= AbsP-Abs'?® (Aapsmin) — variagdo das absorbancias em minutos, Abs®=
absorbancia no tempo zero e Abs'?°= absorbancia em 120 segundos);

V = v*d (V=volume de amostra utilizada, v=volume em mL, d=diluicdo da amostra);

C = coeficiente de Extincdo do peroxido de hidrogénio.

Os resultados foram expressos em mM H202/g de tecido/min (MINOZZO,
2015) e em mM H202/ml de S1/min (RAVISKI, 2016).

A atividade enzimatica foi expressa como unidades por miligrama de tecido (1
U decompde 1 mmol de H202 por minuto pH 7.0 e 25°C) (ACKER, 2012).
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A velocidade com que H202 é degradado pela catalase € a medida do
desempenho da enzima, o que leva a reducédo da absorbancia em 240nm (NETO,
2008). Em um espago de tempo, através do intervalo entre as leituras das
absorbancias a 240nm, pode-se determinar a velocidade de reducéo do peréxido de
hidrogénio, que é proporcional a velocidade da reacdo enzimatica catalisada pela
CAT (NETO, 2008).

O calculo da atividade da CAT foi feito pela seguinte equacédo (NETO, 2008;
PACKER, 1984):

2
(2,3/At).(a/b).(log al/a2)Onde:

At é a variagao do tempo de reagao (120s), a € o volume de S1 na cubeta, b é a
guantidade de tecido na amostra em g/dL, al é o valor da absorbancia no tempo
zero (t = 0) e a2 é o valor da absorbancia no tempo final (t = 120s). A unidade final
expressa-se em k/g/min. Outro calculo utilizado para afericdo da atividade da CAT foi
(COHEN, 1970):

3)
k=Log (So/S2) x 2,3/,
Onde:

t é tempo (2 min), So é o valor da absorbéancia no tempo zero (t = 0) e Sz € o valor da
absorbancia no tempo final (t = 2min), os resultados sdo expressos em termos da

constante de reacao de primeira ordem (k/min).

3.3 ANALISES IMUNOHISTOQUIMICAS

Os encéfalos foram fixados em Paraformaldeido 4%, em PBS, pH 7,4, por 2
horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol, diafanizadas em Xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5um
dos encéfalos foram depositados em laminas carregada positivamente (Imunnoslide,
Easypath®). Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados

em concentragfes decrescentes de etanol, e processados para coloragdo panocitica



36

de hematoxilina e eosina e imunohistoquimica. Na imunomarcacdo 0s cortes
reidratados foram incubados com 3% H202 em metanol para o bloqueio da
peroxidase enddgena. A recuperacao antigénica foi realizada em tampéao Citrato de
Sodio 10 mM, pH 6.0, & 95° C, por 40 minutos. Possiveis ligacdes ndo especificas,
bem como radicais aldeidicos livres foram bloqueados pela incubacédo de 5 minutos
com PBS contendo 1% de BSA e por PBS contendo 0,1M de Glicina,
respectivamente. Posteriormente, os cortes foram incubados por 12 horas & 4°C com
0s anticorpos primarios. Os anticorpos primarios utilizados e suas diluicdes foram:
anti-NF Kaopa Beta (Santa Cruz IgG policlonal de coelho, diluido 1:200), Caspase-3
(Biocare Medical CP229, IgG de Coelho, diluido 1:100), COX-2 (Biocare Medical
CRM 306 A, IgG de Coelho, diluido 1:100), CD68 (Cell Marque KP1 monoclonal de
camundongo, diluido 1:500), GFAP (Cell Marque policlonal de coelho, diluido 1:500),
BCL-2 (Cell Marque 124 monoclonal de camundongo, diluido 1:200).

Apods o término do tempo de incubacédo, as laminas foram incubadas com
anticorpos secundarios especificos (exceto a proteina de ligacéo, pois ja € biotinilada
e nesse caso foi incubada com estreptavidina conjugada com peroxidase por 30
minutos). Os anticorpos secundarios utilizados foram incubados por 30 minutos em
temperatura ambiente, sendo eles: anticorpo secundario biotinilado de coelho contra
IgG de cabra (Vector Laboratories, BA-500, diluido 1:200), apés a incubacédo com os
respectivos anticorpos secundarios foi realizada a incubagdo com estreptavidina
conjugada com peroxidase por 30 minutos. A revelacdo da ligacdo dos anticorpos

primarios foi realizada com DAB (“3,3’-diaminobenzidine).

3.4 LEITURA DAS LAMINAS

Foram avaliadas 245 laminas analisadas provenientes de 25 cérebros, visto
qgue, houve perda de material, ou seja, um cérebro foi avariado. Utilizou-se a técnica
de microscopia eletrénica, com aumento de lente de 200 vezes, separando em seis

guadrantes de 5000 pixels, visando padronizar a contagem das células.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, procedeu-se a analise descritiva das variaveis com estimativa de
média, mediana, desvio padrdo e intervalo interquartil das variaveis no geral. Em
seguida, realizou-se o teste Shapiro-Wilk para distribuicdo normal e optou-se pela
abordagem néo paramétrica dos dados quando p < 0,05 e abordagem paramétrica
quando p > 0,05. As diferencas entre grupos foram verificadas com ANOVA ou
Kruskall-Wallys, seguido de Tukey ou Dunn como comparac¢des mdultiplas. Para
melhor visualizacdo dos resultados, produziu-se graficos do tipo boxplot
diferenciando-se entre os grupos. Os testes foram considerados significativos
qgquando p < 0,05 e as andlises foram realizadas no ambiente R (R Core Team,
2019).



4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA
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Frente a analise descritiva, observa-se que os marcadores de estresse

oxidativo, apresentaram pouca variagdo entre as amostras.

Como mostra a Tabela 1, em relacdo ao marcador TIOL, obteve-se uma
media de 45,553 com desvio Padrao de 22,907 e mediana de 44,643. O marcador

TBARS, obtivemos uma media de 0,470 com desvio padrédo de 0,443 e mediana

0,425. O marcador Catalase 1, obtivemos uma media 0,069 com desvio padrao

0,035 e mediana 0,071. O marcador Catalase 2, obtivemos uma media 0,014 com

desvio padrdo 0,007 e mediana 0,014. O marcador Catalase 3, obtivemos uma

media 0,023 com desvio padrdo 0,011 e mediana 0,024. J4 o marcador Catalase 4,

obtivemos uma media 0,046 com desvio padrdo 0,022 e mediana 0,048.

Tabela 2 - Andlise descritiva

ENCEFALO

Média

DP

Mediana

1Q

3Q

p-valor

Simetria

TIOL (SH-
NPNP pg/g
tecido ou
pg/ml de
Soro)
TBARS (nM)
CATALASE
1 (umol
H202 /g de
tecido /
minuto)
CATALASE
2 (L mol
H202 / mi
S1 / minuto)
CATALASE
3 (k/g/min)
CATALASE
4 (k/min

45,553

0,470
0,069

0,014

0,023

0,046

22,907

0,443
0,035

0,007

0,011

0,022

44,643

0,425
0,071

0,014

0,024

0,048

29,264

0,003
0,039

0,008

0,014

0,028

62,032

0,767
0,098

0,020

0,031

0,062

0,97

0,00
0,45

0,45

0,43

0,43

Normal

Assimétrico
Normal

Normal

Normal

Normal

Fonte: O autor
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Abaixo demonstramos em graficos tipo boxplot, para melhor visualizacéo dos

resultados, de cada marcador e sua mensuragdo em cada grupo.

Figura 2 - Gréfico de barras para a média por grupo da variavel TIOL
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Fonte: O autor

Figura 3 - Grafico de barras para a média por grupo da variavel TBARS
20-
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Grupo

Fonte: O autor
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Figura 4 - Grafico de barras para a média por grupo da variavel CATALASE
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Fonte: O autor

4.2 ANALISE INFERENCIAL

Na analise inferencial, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos para as variaveis do TIOL e catalase em quaisquer dos métodos utilizados
(p>0,05), demostrada na Tabela 2.

Houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos no TBARS no
cérebro (p=0,003). No cérebro, o grupo 2 foi significativamente inferior ao grupo
controle (0,010) e grupo 1 (0,005), entre o grupo 1 e o controle ndo houve diferenca

significativa (p=0,726), demostrado na Tabela 3.



Tabela 3 - Andlise inferencial

Grupo p-valor
ENCEFALO 1 2 Controle entre
grupos
M MD 1Q 30 DP M MD 1Q 3Q DP M MD 1Q 3Q DP

TIOL 44,36 45,71 28,34 59,86 21,16 44,37 43,87 29,26 62,03 24,74 47,83 46,22 27,99 61,43 24,68 0,919
TBARS 0,64 068 044 0,77 032 0,24 0,00 0,00 0,17 0,30 061 059 020 0,84 0,51 0,003
CATALASE 1 0,08 0,09 0,07 010 0,02 0,07 006 004 009 004 006 004 003 0,09 0,04 0,247
CATALASE 2 0,02 002 001 002 o000 o001 0,01 0,00 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,147
CATALASE 3 0,03 003 002 003 o001 o002 002 o001 003 001 002 0,02 0,01 0,03 0,01 0,551
CATALASE 4 0,05 0,06 004 006 001 0,04 004 002 006 003 004 004 003 0,06 0,02 0,551

Fonte: O autor

41
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Tabela 4 - Analise comparativa entre 0s grupos

P-VALOR COMPARACOES TBARS
MULTIPLAS CEREBRO
1x2 0,005
Controle x 1 0,726
Controle x 2 0,010

Fonte: O autor

Com relagdo aos resultados da analise estatistica descritiva dos sete
marcadores imunohistoquimicos, demostrado na Tabela 4, temos o marcador BCL-2
com média de 6,1%, mediana de 2,3%, desvio padrdo de 8,2% e p-valor teste de
normalidade < 0,001. O marcador HE temos com média de 18,7%, mediana de
18,7%, desvio padrédo de 7,4% e p-valor teste de normalidade 0,94. O marcador
CASP com média de 1,1%, mediana de 0,0%, desvio padrao de 3,7% e p-valor teste
de normalidade < 0,001. O marcador CD68, com média de 21,1%, mediana de
20,8%, desvio padrdo de 10,9% e p-valor teste de normalidade 0,10. O marcador
COX com média de 8,1%, mediana de 7,0%, desvio padrao de 8,1% e p-valor teste
de normalidade < 0,001. O marcador NFKB, com média de 7,3%, mediana de 6,1%,
desvio padrdo de 7,9% e p-valor teste de normalidade < 0,001. Ja o marcador
GFAP, obteve como média de 21,6%, mediana de 20,6%, desvio padréo de 9,8% e

p-valor teste de normalidade 0,35.

Tabela 5 - Analises estatisticas descritivas dos marcadores imunohistoquimicos

p-valor
Varia . . teste
vel N M MD Min Max DP 1Q 3Q 1Q de _
normali
dade*
BCL-2 35 6,1% 2,3% 0,0% 27,3% 8,2% 0,0% 9,1% 9,1% <0,001
HE 35 18,7% 19,4% 3,4% 33,9% 7,4% 13,9% 22,7% 8,7% 0,94

CASP 35 1,1% 0,0% 0,0% 14,3% 3,7% 0,0% 0,0 0,0% <0,001
CD68 34 21,1% 20,8% 0,0 38,0% 10,9 13,6% 32,1% 18,5 0,10
% %
COX 35 8,1% 7,0% 0,0% 26,4% 8,1% 0,0% 14,3% 14,3 <0,001
%
NFKB 35 7,3% 6,1% 0,0% 26,7% 7,9% 0,0% 11,6% 11,6 <0,001
%
GFAP 35 216% 20,6% 0,0% 455% 9,8% 17,0% 26,8% 9,8% 0,35
Fonte: O autor
*Teste Shapiro-Wilk

Comparando os marcadores e seus grupos separadamente, observados

valores variaveis, ndo demostrando uma ordem logica, demostrado na tabela 5. Com
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relacdo ao marcador BCL-2, temos no grupo controle, tratado 1 e tratado 2
respectivamente, uma media de 5; 7,4 e 5,7, com mediana 0,0; 2,3 e 4,7, e desvio
padrao de 8,7; 10,0 e 5,9. O marcador HE, temos no grupo controle, tratado 1 e
tratado 2 respectivamente, uma media de 19,9; 17,1 e 19,3, com mediana 22,4; 15,8
e 19,4, e desvio padrdo de 8,2; 7,7 e 6,6. O marcador CASP, temos no grupo
controle, tratado 1 e tratado 2 respectivamente, uma media de 0,9; 0,0 e 2,6, com
mediana 0,0 para os 3 grupos e desvio padrao de 3,0; 0,0 e 5,7. O marcador CD68,
temos no grupo controle, tratado 1 e tratado 2 respectivamente, uma media de 18,7;
21,8 e 23,3, com mediana 17,0; 21,7 e 23,4 e desvio padrédo de 7,8; 12.2 e 12,8. O
marcador COX, temos no grupo controle, tratado 1 e tratado 2 respectivamente, uma
media de 11,9; 7,2 e 4,8, com mediana 11,3; 2,2 e 3,7 e desvio padrao de 8,3; 8,6 e
5,9. O marcador NFKB, temos no grupo controle, tratado 1 e tratado 2
respectivamente, uma media de 4,3; 9,8 e 7,9, com mediana 0,0; 7,9 e 7,9 e desvio
padrdo de 7,2; 9,1 e 6,9. J& o marcador GFAP, temos no grupo controle, tratado 1 e
tratado 2 respectivamente, uma media de 22,0; 19,8 e 23,3, com mediana 20,5; 20,0
e 20,6 e desvio padrao de 6,8; 12,1 e 10,5.

Tabela 6 - Andlises estatiscas descritivas dos marcadores separas por grupo

(continua)
p- valor
Marcador Grupo M MD DP nQ entre

grupos

BCL-2 Controle 5,0 0,0 8,7 5,4 0,693**
Tratado 1 7,4 2,3 10,0 10,4
Tratado 2 57 4.7 5,9 8,1

HE Controle 19,9 22,4 8,2 9,0 0,634*
Tratado 1 17,1 15,8 7,7 8,3
Tratado 2 19,3 19,4 6,6 50

CASP Controle 0,9 0,0 3,0 0,0 0,287**
Tratado 1 0,0 0,0 0,0 0,0
Tratado 2 2,6 0,0 57 0,0

CD68 Controle 18,7 17,0 7.8 6,6 0,609*
Tratado 1 21,8 21,7 12,2 19,0
Tratado 2 23,3 23,4 12,8 18,3

Fonte: O autor
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Tabela 6 - Analises estatiscas descritivas dos marcadores separas por grupo
(concluséo)

p- valor
Marcador Grupo M MD DP 11Q entre
grupos
COX Controle 11,9 11,3 8,3 12,8 0,111**
Tratado 1 7,2 2,2 8,6 16,3
Tratado 2 4,8 3,7 5,9 8,0
NFKB Controle 4,3 0,0 7,2 57 0,240**
Tratado 1 9,8 9,8 9,1 13,8
Tratado 2 7.9 9,8 6,9 11,6
GFAP Controle 22,0 20,5 6,8 5,8 0,692*
Tratado 1 19,8 20,0 12,1 13,0
Tratado 2 23,3 20,6 10,5 12,2

Fonte: O autor
M=média; MD=mediana; DP=desvio padrdo; IIQ=intervalo interquartil; *ANOVA na abordagem
paramétrica; **Teste de Kruskall-Wallys (equivalente a ANOVA na abordagem n&o paramétrica).

Abaixo demonstramos em graficos tipo boxplot, para melhor visualiza¢do dos

resultados, de cada marcador e sua mensuragao em cada grupo.

Figura 5 - Grafico de boxplot da variavel COX segundo os grupos

20~

Grupo

‘ Controle
- Tratado 1
‘ Tratado 2

COX

Controle Tratado 1 Tratado 2

Grupo
Fonte: O autor
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Figura 6 - Grafico de boxplot da variavel CASP segundo os grupos
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Fonte: O autor
Figura 7 - Gréafico de boxplot da variavel BCL-2 segundo 0s grupos
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Figura 8 - Grafico de boxplot da variavel NFKB segundo os grupos
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Fonte: O autor

Figura 9 - Grafico de barras para a média por grupo da variavel GFAP
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Figura 9. Gréfico de barras para a média por grupo da variavel CD68
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CD68
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Figura 10 - Grafico de barras para a média por grupo da variavel HE
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Fonte: O autor

4.3 ANALISE DO HEMOGRAMA

Abaixo demonstramos a andlise estatistica descritiva do hemograma e suas

divisdes por grupo.

Tabela 7 - Andlises estatisticas descritivas do hemograma
p-valor teste

Variavel M MD DP 1Q de
normalidade*

RBC (1076/uL) 7,51 7,48 0,47 0,62 1

HGB (g/dL) 14,22 14,20 0,83 1,10 0,045
HCT (%) 47,13 46,60 3,11 3,60 0,500
RDW-CV (%) 14,21 13,80 1,08 1,20 <0,001
MCV (fL) 62,81 62,50 2,19 3,20 0,470
MCH (pg) 18,95 19,00 0,50 0,50 0,097
MCHC (g/dL) 30,19 30,40 0,81 1,10 0,088
WBC (1073/uL) 6,67 6,16 2,21 2,99 0,340
EO (1073/uL) 0,11 0,10 0,052 0,07 0,084
EO (%) 1,65 1,60 0,65 0,80 0,350
BASO (1073/uL) 0,017 0,02 0,011 0,01 <0,001
BASO (%) 0,25 0,20 0,14 0,10 <0,001
LYMPH (1073/uL) 3,91 3,90 1,35 2,20 0,360
LUMPH (%) 61,60 61,60 8,89 12,70 0,660
MONO (1073/uL) 0,63 0,64 0,34 0,48 0,820
MONO (%) 10,15 10,80 5,03 4,50 0,150
NEUT (1073/uL) 1,52 1,51 0,55 0,55 0,570
NEUT (%) 25,55 25,00 7,20 8,05 0,085
PLT (1073/uL) 555,91 557,00 107,99 122,00 0,860
MPV (fL) 8,23 8,30 0,35 0,40 0,270
RDW-SD (fL) 31,19 30,70 3,10 2,40 0,002

Fonte: O autor
*Teste Shapiro-Wilk



Tabela 8 - Analises estatisticas descritivas do hemograma separado por grupo

p- valor

Variavel Grupo M MD DP 1nQ entre

grupos

RBC (1076/uL) Controle 7,7 7,7 0,5 0,5 0,272*
Tratadol 7,4 7,3 0,3 0,4
Tratado2 7,4 7,5 0,6 0,9

HGB (g/dL) Controle 14,6 14,5 1,0 1,1 0,367**
Tratado 1l 14,0 14,1 0,5 0,8
Tratado 2 14,1 14,0 0,8 1.4

HCT (%) Controle 48,9 48,7 3,4 4,2 0,039~
Tratado 1l 46,9 46,6 2,2 1,9
Tratado 2 45,6 45,5 2,9 4.4

RDW-CV (%) Controle 14,5 14,7 0,8 1,2 0,069**
Tratado1l 13,9 13,7 0,6 1,0
Tratado 2 14,2 13,6 1,6 0,8

MCV (fL) Controle 63,5 63,0 1,8 2,7 0,062*
Tratadol 63,3 63,5 2,3 2,8
Tratado2 61,6 61,7 2,1 1,8

MCH (pg) Controle 18,9 18,9 0,3 0,3 0,958*
Tratadol 19,0 19,0 0,5 0,5
Tratado2 19,0 18,9 0,7 0,5

MCHC (g/dL) Controle 29,8 30,0 0,8 1,3 0,002~
Tratadol 29,9 30,1 0,8 1,3
Tratado2 30,8 30,8 0,5 0,5

WBC (1073/uL) Controle 7,7 7.3 2,4 2,9 0,185*
Tratadol 6,2 6,1 2,5 3,2
Tratado 2 6,2 6,2 1,3 1,4

EO (1073/uL) Controle 0,1 0,1 0,05 0,01 0,351*
Tratadol 0,1 0,08 0,07 0,1
Tratado2 0,09 0,09 0,03 0,03

EO (%) Controle 1,7 1,6 0,6 0,9 0,623*
Tratadol 1,8 1,8 0,9 0,7
Tratado2 1,5 1,5 0,4 0,8

BASO (107"3/uL) Controle 0,02 0,02 0,01 0,03 0,067**
Tratadol 0,01 0,01 0,005 0,01
Tratado2 0,01 0,01 0,009 0,01

BASO (%) Controle 0,3 0,3 0,2 0,1 0,279**
Tratadol 0,2 0,2 0,05 0,1
Tratado2 0,2 0,2 0,1 0,2

LYMPH (1073/uL) Controle 43 4,2 1,6 1,3 0,260*
Tratadol 3,3 2,7 1,3 1,5
Tratado 2 4,1 45 1,1 1,6

LUMPH (%) Controle 60,2 61,6 8,9 6,1 0,155*
Tratadol 58,2 59,9 7,7 9,4
Tratado 2 65,6 69,4 9,0 14,9

MONO (1073/uL) Controle 0,7 0,7 0,3 0,3 0,491~
Tratado1l 0,6 0,5 0,3 0,3
Tratado 2 0,6 0,6 0,4 0,7

MONO (%) Controle 10,8 10,3 5,0 3,8 0,894*
Tratadol 9,9 10,7 2,2 2,1
Tratado2 9,8 12,1 7,0 12,0

NEUT (1073/uL)  Controle 1,7 1,7 0,4 0,5 0,429*
Tratado1l 1,5 1,4 0,7 0,5
Tratado2 1.4 1.4 0,6 0,5

48
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Tabela 8 - Analises estatisticas descritivas do hemograma separado por grupo
(concluséo)

p- valor
Variavel Grupo M MD DP 1nQ entre

grupos
NEUT (%) Controle 26,2 253 4,6 7,0 0,256*

Tratado1l 28,5 27,4 8,3 55
Tratado2 23,0 23,5 7,6 8,2
PLT (1073/uL) Controle 620,5 599,0 73,2 85,0 0,047*
Tratadol 524,1 536,0 105,3 115,0
Tratado2 523,1 523,0 118,2 110,55
MPYV (fL) Controle 8,3 8,3 0,3 0,3 0,173*
Tratadol 8,3 8,3 0,3 0,5
Tratado2 8,1 8,2 0,4 0,7
RDW-SD (fL) Controle 32,0 31,3 2,0 3,3 0,080**
Tratadol 31,0 31,1 2,1 1,8
Tratado2 30,6 29,7 4,6 2,0
Fonte: O autor
M=média; MD=mediana; DP=desvio padrao; lIQ=intervalo interquartil; *ANOVA,; **Teste de Kruskall-
Wallys (equivalente & ANOVA na abordagem nao paramétrica).

Tabela 9 - Comparac¢8es multiplas nas variaveis em que a diferenca entre grupos foi estatisticamente
significante
HCT (%) MCHC (g/dL) PLT (1073/ulL)

Controle X Tratado 1 0,245 0,958 0,079
Controle X Tratado 2 0,031 0,004 0,076
Tratado 1 X Tratado 2 0,566 0,009 0,999

Fonte: O autor
Teste de Tukey para comparac6es multiplas

Figura 11 - Gréfico de boxplot da variavel HCT (%) segundo os grupos
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Figura 12 - Grafico de barras das médias de HCT (%) segundo 0s grupos
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Figura 13 - Gréfico de boxplot da variavel MCHC (g/dL) segundo os grupos
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Figura 14 - Grafico de barras das médias de MCHC (g/dL) segundo os grupos
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Figura 15 - Gréfico de boxplot da variavel PLT (10"3/uL) segundo os grupos
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Figura 16 - Grafico de barras das médias PLT (1073/uL) segundo 0s grupos
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4.4 ANALISE BIOQUIMICA

Abaixo demonstramos a andlise estatistica descritiva bioquimica e suas

divisdes por grupo.

Tabela 9 - Descritiva geral do exame bioquimico
Variavel M MD Min Méx DP 1IQ p-valor

Colesterol Total (mg/dL)  104,2 100,0 70,0 167,0 22,5 30,0 0,040
Colesterol HDL (mg/dL) 78,1 749 53,3 1250 17,3 23,7 0,030
Triglicerideos (mg/dL) 105,7 85,0 46,0 267,0 54,8 77,0 <0,001
TGO (UI/L) 141,5 123,5 81,0 349,0 54,7 56,2 <0,001
TGP (UI/L) 102,0 96,0 57,0 267,0 40,5 29,2 <0,001
Bilirrubina total (mg/dL) 0,05 0,04 0,0 0,09 0,02 0,04 0,200
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,03 0,03 0,0 0,06 0,01 0,02 0,030
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0,02 0,02 -0,04 0,09 0,03 0,03 0,700
Ferro (mg/dL) 248,2 249,0 166,0 360,0 456 62,6 0,500
Homocisteina (mg/dL) 5,7 5,4 3,6 9,9 1,3 1,4 <0,001
Fonte: O autor




Tabela 10 - Descritiva do exame bioquimico de acordo com o grupo
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Controle 1 2 p-
valor
M MD DP |[e; M MD DP 1nQ M MD DP 1nQ
Colesterol 101,5 100,0 20,2 22,0 1156 1055 255 26,2 942 89,0 16,3 23,0 0,070
Total (mg/dL)
Colesterol 758 73,9 151 157 87,3 783 194 214 70,3 66,0 129 17,5 0,069
HDL (mg/dL)
Triglicerideos 118,2 111,0 453 63,5 76,2 70,0 253 14,0 1252 82,0 74,2 1095 0,027
(mg/dL)
TGO (UI/L) 133,0 1250 37,6 52,0 1480 1205 70,0 352 142,8 136,0 54,2 81,0 0,903
TGP (UI/L) 106,4 980 57,2 325 950 93,0 29,2 332 1050 980 333 18,0 0,728
Bilirrubina 0,036 0,03 0,019 0,015 0,044 0,035 0,028 0,042 0,062 0,06 0,016 0,02 0,029
total (mg/dL)
Bilirrubina 0,026 0,03 0,012 0,015 0,031 0,035 0,014 0,012 0,037 0,03 0,017 0,02 0,163
Direta
(mg/dL)
Bilirrubina 0,01 0,01 0,018 0,025 0,013 0,015 0,035 0,064 0,025 0,02 0,026 0,02 0,439
Indireta
(mg/dL)
Ferro (mg/dL) 257,7 263,0 49,1 53,5 240,3 2290 50,1 51,5 247,1 2510 38,6 58,5 0,6
Homocisteina 5,5 5,5 0,7 1,2 5,5 5,2 1,7 1,1 5,8 5,5 1,4 1,1 0,7

(mg/dL)

Fonte: O autor

Para melhor visualizacdo dos resultados, produziu-se graficos do tipo boxplot

diferenciando-se entre 0s grupos.
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Figura 18 - Boxplot Colesterol HDL (mg/dL) de acordo com o grupo
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Figura 19 - Boxplot Triglicerideos (mg/dL) de acordo com o grupo
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Figura 22 - Boxplot Bilirrubina Total (mg/dL) de acordo com o grupo
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Figura 23 - Boxplot Bilirrubina Direta (mg/dL) de acordo com o grupo
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Figura 24 - Boxplot Bilirrubina Indireta (mg/dL) de acordo com o grupo
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Figura 25 - Boxplot Ferro (mg/dL) de acordo com o grupo
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5 DISCUSSAO

O selénio (Se) € conhecido por contribuir para varias funcdes fisioldgicas
vitais em mamiferos: defesa antioxidante, fertilidade, metabolismo do hormdnio
tireoidiano e resposta imunolégica. Evidéncias crescentes indicam o papel crucial de
selenoproteinas contendo Se e Se no cérebro e suas funcdes cerebrais. A
compreensao do transporte de Se no cérebro melhorou consideravelmente, em
primeiro lugar, nas ultimas duas décadas. A principal interface entre a circulacéo
geral do corpo e o SNC é a barreia hematoencefalica (BBB). O principal mecanismo
receptor, chamado SELENOP / LRP8 de Se, entrar no cérebro é bastante bem
descrito. Selenoproteinas individuais sdo conhecidas por estarem envolvidas na
regulacdo da inflamacdo e da imunidade. SELENOP mostrou estar localizado nas
mesmas regides de lesdes do tecido cerebral da doenca de Alzheimer - placas AB e
emaranhados neurofibrilares. Além disso, foi relatada a liberacdo aumentada de
SELENOP do plexo coréide para o LCR em pacientes com doenca de Alzheimer
(SOLOVYEV et al., 2021).

Steinbrenner e Sies et al. (2013), descrevem como um oligoelemento selénio,
como a selenocisteina, é incorporado a selenoproteinas antioxidantes como a
glutationa peroxidases (GPx), tiorredoxina redutases (TrxR) e selenoproteina P
(Seppl). Embora comparativamente baixo no conteddo de selénio, o cérebro exibe
alta prioridade para o suprimento e retencao de selénio sob condi¢cdes de deficiéncia
de selénio na dieta. A Seppl derivada do figado é a principal proteina de transporte
no plasma para fornecer selénio ao cérebro, servindo como um "fator de
sobrevivéncia" para os neurbnios em cultura. A expressdo de Seppl também foi
detectada no cérebro. Presumivelmente, os astrécitos secretam Seppl, que é
subsequentemente captada pelos neurbnios por meio do receptor 2 da
apolipoproteina E (ApoER2). Knock-out de Seppl ou ApoER2, bem como ablagéo
neurdnio-especifica da biossintese de selenoproteina resulta em disfuncéo
neurolégica em camundongos. Os astrocitos, geralmente menos vulneraveis ao
estresse oxidativo do que os neurdnios, sdo capazes de aumentar a expressao de
selenoproteinas antioxidantes apés lesédo cerebral. A ocorréncia de distarbios
neuroldgicos foi relatada ocasionalmente em pacientes com suprimento nutricional
inadequado de selénio ou uma mutacdo no gene que codifica a selenocisteina

sintase, uma das enzimas envolvidas na biossintese de selenoproteina. Descrevem
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gue em trés grandes ensaios realizados entre idosos, um baixo nivel de selénio foi
associado a um declinio mais rapido nas fung¢des cognitivas e baixo desempenho em
testes que avaliam a coordenacéo e a velocidade motora.

O selénio pode modular a progressdo de lesdes oxidativas e apoptoticas
induzidas por deméncia no cérebro e no sangue. Induz efeitos protetores contra o
cérebro experimental induzido por deméncia e lesBes oxidativas do sangue e
apoptose por meio da regulagdo da producdo de citocinas, vitamina E,
concentracfes de glutationa e atividade da glutationa peroxidase (DEMIRCI et.al,
2017).

O aumento do estresse oxidativo foi proposto como um patomecanismo em
doencas neurodegenerativas, incluindo, entre outras, doenca de Parkinson, acidente
vascular cerebral e epilepsia. Glutationa peroxidases (GPx), tiorredoxina redutases e
uma metionina-sulféxido-redutase sdo enzimas dependentes de selénio envolvidas
na defesa antioxidante e na regulacdo e modulacdo redox intracelular. A deplecéo
de selénio em animais estd associada a diminuicdo da atividade de enzimas
dependentes de Se e leva a uma maior perda de células em modelos de doenca
neurodegenerativa. A inativacdo genética da GPx celular aumenta a sensibilidade a
neurotoxinas e isquemia cerebral. Por outro lado, o aumento da atividade da GPx
como resultado do aumento do suprimento de Se ou da superexpressao melhora o
resultado nos mesmos modelos de doenca. A inativacdo genética da selenoproteina
P leva a uma reducdo acentuada do conteido de Se do cérebro, que nao foi
alcancada pela deplecdo de Se da dieta, e a um disturbio do movimento e
convulsdes espontaneas (SCHWEIZER et al., 2004).

No presente estudo optou-se pela dosagem de TBARS como indicagao de
estresse oxidativo sendo que diversas técnicas sdo utilizadas para medir a
peroxidacdo de lipideos ou de &cidos graxos como a reagcdo com o acido
tiobarbiturico, glutationa, determinagcdo da perda de &cidos graxos, dienos
conjugados, ensaio idiométrico, analise fluorescente de produtos da peroxidacéo
lipidica e outros. Estas técnicas quantificam diferentes produtos formados em
momentos distintos da peroxidacao lipidica, como por exemplo dienos conjugados e
dialdeido malbnico: a sensibilidade e especificidade da técnica depende do tipo do
produto a ser quantificado (SLATER, 1984).

O teste com acido tiobarbitarico (TBA) foi introduzido por Kohn e Liversedge

em 1944 e ainda é um dos métodos mais utilizados para medida da peroxidacao
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lipidica (CHIRICO, 1994). Esta técnica tem por objetivo quantificar o diladeido
malénico (“MDA”) formado na peroxidagdo lipidica, que € capaz de reagir, sob
aquecimento em meio acido, com o &cido tiobarbitdrico (“TBA”) originado um
composto de cor de rosa. Este composto quando extraido da solucdo por um
solvente organico (n-butanol) ter4 sua concentracdo determinada e expressa como
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (SRTBA). Esta técnica é de facil
execucao, baixo custo e pode ser empregada para determinacdo das SRTBA em
diferentes materiais bioldgicos, especialmente em tecidos (UCHIAYAMA; MIHARA,
1978).

Song et al. (2014), desenharam um estudo, investigando os efeitos da
suplementagcdo de selénio na neurotoxicidade induzida pela patulina, esta um
substancia causadora de dano oxidativo no cérebro, conforme evidenciado por uma
diminuicdo nos grupos tiol ndo proteico e tiol total, juntamente com aumentos
significativos em espécies reativas de oxigénio, substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico e niveis de proteina carbonil. A suplementacdo de selénio melhorou
significativamente essas mudancas nos parametros biolégicos. Além disso, 0s
tratamentos com selénio aumentaram significativamente os niveis de mMRNA de GPx-
1, GPx-4 e tiorredoxina redutase.

Quando se analise os centros ritmicos circadianos, dentre eles area pré-
Optica, tronco encefélico e hipotalamo posterior, sabe-se da variacdo dos niveis de
TBARS e TIOL. No estudo realizado por Islam et al. (2002), onde realizou-se a
suplementacao de selénio, comparando com grupo controle, observou-se o efeito de
0,1 e 0,2 mg / kg de selenito de sddio no nivel de TBARS e grupo tiol em centros de
sono foi significativamente oposto ao centro de vigilia. Uma dose de selenito de
sédio de 0,1 mg / kg esgotou o conteudo de TBARS na éarea pré-éptica e tronco
cerebral, mas elevou o contetdo do grupo tiol significativamente no hipotalamo
posterior. Por outro lado, uma dose de 0,2 mg / kg de selenito de so6dio aumentou
significativamente o conteido de TBARS, mas esgotou o conteudo do grupo tiol
significativamente no hipotalamo posterior. Nenhuma alteracdo dependente da dose
foi observada em TBARS e grupo tiol nos centros de ritmo circadiano de ratos.

Em modelos de simuladores de deméncia do tipo Alzheimer, onde héa
disfuncdo colinérgica, Ishrat et al. (2009), utlizaram a estreptozotocina
intracerebroventricular (ICV-STZ) em ratos, causando prejuizo da glicose cerebral e

do metabolismo energético, juntamente com dano oxidativo e disfungéo colinérgica,
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fornecendo um modelo relevante para deméncia esporadica do tipo Alzheimer.
Ratos infundidos com ICV-STZ mostraram perda significativa na capacidade de
aprendizagem e memoria, que foi significativamente melhorada pela suplementacao
de Se. Um aumento significativo nas espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), proteina carbonil (PC) e uma diminuicdo significativa na glutationa
reduzida (GSH), enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase [GPx] e glutationa
redutase [GR]) e trifosfato de adenosina (ATP ) no hipocampo e cortex cerebral e
colina acetiltransferase (ChAT) no hipocampo foram observados em ratos ICV-STZ.
A suplementacdo de Se melhorou significativamente todas as altera¢des induzidas
por ICV-STZ.

Chang et al. (1998), investigou-se a relagdo entre o AVC isquémico e o
estado plasméatico de antioxidantes e produtos oxidantes, dentre eles a vitamina A,
alfa-tocoferol, carotendides, selénio (Se), grupos SH total (T-SH), substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e carbonil de proteina, um marcador de
dano proteico. O selénio, T-SH e carbonilas de proteina ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos. TBARS apresentou niveis elevados no plasma em
comparacao com os controles correspondentes.

Outro marcador importante de estresse oxidativo € o TIOL. O status tiol redox
dos compartimentos intracelulares e extracelulares é critico na determinacdo da
estrutura da proteina, regulacdo da atividade enzimética e controle da atividade e
ligacdo do fator de transcricdo. Os antioxidantes tiol agem por meio de uma
variedade de mecanismos: (1) como os componentes do tampdo redox tiol /
dissulfeto geral, (2) como quelantes de metal, (3) como inibidores de radicais, (4)
como substratos para reacdes redox especificas (GSH), e (5) como redutores
especificos de ligacdes dissulfato de proteina individuais (tioredoxina). Sendo assim,
€ benéfico aumentar a disponibilidade de antioxidantes especificos sob condi¢cdes de
estresse oxidativo. As células desenvolveram varios mecanismos para promover o
aumento dos niveis intracelulares de tiois, como GSH e tiorredoxina, em resposta a
uma ampla variedade de estresses (DENEKE, 2001).

Em nossa pesquisa, observa-se que houve pouca variagdo nas mensuracoes
com pouca relevancia estatista nos trés grupos testados, tanto nos marcadores TIOL
e catalase. Ja no TBARS, observa-se de forma clara que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,003). O grupo 2 foi

significativamente inferior ao grupo controle (0,010) e grupo 1 (0,005), entre o grupo
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1 e o controle ndo houve diferenca significativa (p=0,726), podendo sugerir que as
doses mais elevadas de selénio podem reduzir o estresse oxidativo, com mostra a
reducdo do TBARS.

Em termos de hipoxia, Sarada et al. (2008), constatara, que a hipdxia reduziu
as atividades de Glutationa (GSH), Glutationa Redutase (GR), Glutationa peroxidase
(GPx) e Superdéxido Dismutase (SOD) em comparacdo com as células de controle.
Durante a condi¢cdo de hipdxia, a expressdo do citocromo C, os niveis de caspase-3
pr6 e ativa foram aumentados significativamente, seguidos por uma regulacéo
positiva ndo significativa de Bcl-2. Porém, a suplementacdo de Se inibiu a
citotoxicidade, geracdo de radicais livres e estabilizou o acumulo de HIF-lalfa em
células sob hipoxia. O conteudo de GSH, atividades GR, GPx e SOD aumentaram
significativamente nas células hipoxicas tratadas com Se, em comparacdo com 0
controle. Além disso, houve uma inibicdo apreciavel da apoptose pela regulacéo
positiva das proteinas Bcl-2, na presenca de Se sob hipdxia (SARADA et al., 2008).

Ainda referente as les6es hipbxico-isquemicas, Ozbal et al. (2008), avaliaram
o nivel de marcadores inflamatérios no tecido cerebral pds lesdo isquemia-
reperfusdo (IR) em ratos, e o consequente dano neural e apoptose, avaliando
citocinas pro-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
interleucina-1 beta (IL-1B), e o fator de crescimento nervoso (NGF), este essencial
para a diferenciacdo, sobrevivéncia e fun¢Bes das células neuronais no sistema
nervoso central. No estudo, investigou-se o efeito do selénio (Se) no cortex pré-
frontal e danos ao hipocampo em ratos submetidos a lesdo cerebral de IR,
demostrando que a avaliacdo histopatolégica mostrou que o tratamento com selénio
apos isquemia atenuou significativamente a morte neuronal induzida por IR no cértex
pré-frontal e regibes CAl do hipocampo de ratos. As células apoptéticas coradas
com apostaina e caspase-3 diminuiram significativamente no grupo de tratamento
guando comparadas com o grupo IR. Além disso, o tratamento com selénio diminuiu
os niveis de TNF-a e IL-18 e aumentou os niveis de NGF no cértex pré-frontal e
tecido hipocampal de animais submetidos a IR.

Nassar, Salama e El-gawad (2021) protagonizaram uma investigacao
induzindo a neurotoxicidade por nanoparticulas de 6xido de zinco por ingestao oral
em ratos, e posterior aplicagdo de selénio afim de avaliar o possivel papel
neuroprotetor. Quarenta ratos albinos machos foram categorizados em quatro

grupos (n = 10), onde a exposi¢do de animais experimentais a nanoparticulas de
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oxido de zinco confirmou a indugdo de uma elevada porcentagem de apoptose no
tecido cerebelar levando a neurdcitos lesados nas trés camadas corticais, detectado
por meio de um aumento significativo na imunorreatividade da caspase 3 (um
marcador de apoptose), analise morfométrica devido a subsequente liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e avaliacdo do GFAP. Constatou-se que a
suplementacao de Se restringiu e minimizou 0 aumento da caspase 3, assim como a
liberaca de ROS e aumento de GFAP, devido as suas propriedades antioxidantes
registrando um papel protetor.

Considerando os marcadores inflamatorios COX E NFKB, em analise
realizada por Zhang et al. (2018), objetivou-se a mensuracdo da atividade
inflamatério com supresséo e suplementacdo de selénio. Tanto os niveis de oxido
nitrico (NO) quanto a atividade de o6xido nitrico sintase induzivel (INOS) foram
aumentados no grupo suprimido de selénio, e os niveis de expressdo de mRNA e
proteinas de citocinas inflamatérias (INOS, COX-2, NF-kB e PTGEs) também se
elevaram, assim como a observacao histolégica mostrou resposta inflamatéria no
cérebro de porco. Em resumo, a dieta com deficiéncia de selénio pode ativar a via
INOS / NF-kB para regular positivamente a expressao de citocinas inflamatérias,
levando assim a lesfes inflamatorias de forma difusa no cérebro do porco (ZHANG
et al. 2020).

Muitas das proteinas envolvidas nas cascatas de sinalizacao
intracelular (MYD88, ASK1, IKKa / b, NF-kB, AP-1) sdo redox-sensiveis e sua
atividade é regulada por antioxidantes tioredoxina, glutaredoxina, nitroredoxina e
glutationa. A oxidacdo dessas proteinas sinalizadoras induzidas por ROS
potencializa o desenvolvimento de inflamacdo e apoptose, e sua reducdo com
antioxidantes, ao contrario, estabiliza a velocidade das cascatas de sinalizacéo,
evitando o circulo vicioso de estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose que se
segue. As enzimas antioxidantes (AO) tioredoxina redutase (TRXR), glutaredoxina
redutase (GLRXR), glutationa redutase (GR) sdo necesséarias para a reducdo de
antioxidantes nao enzimaticos (tioredoxina, glutaredoxina, nitroredoxina, glutationa)
e enzimas AO (SOD, catalase, GPX ) sdo necessarios para a desativagdo do ROS.
As principais enzimas AO (TRXR e GPX) sédo dependentes do selénio; portanto, a
deficiéncia de selénio leva a uma diminuicdo na defesa antioxidante do corpo, ao
desenvolvimento de estresse oxidativo, inflamacéo e / ou apoptose em varios tipos

de células. A via de sinalizacdo Nrf2-Keapl ativada por deficiéncia de selénio e / ou
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estresse oxidativo é necessaria para restaurar a homeostase redox na célula. Além
disso, a expressao de alguns genes € alterada com a deficiéncia de selénio.

No estudo de Yeo e Kang (2007), onde investigou-se a possivel prevencao
da morte celular por apoptose por selénio, em modelo experimental de trauma
cerebral de camundongo (BT), observando células progenitoras neurais derivadas
do cérebro (NPC) monitorando a expressdo da tiorredoxina redutase (TR), a
remocdo Otima de H202 e a consequente inibicdo de eventos pro-apoptéticos,
incluindo citocromecrelease e ativacdo das caspases 3 e 9. O selenito bloqueia a
ativacdo da proteina quinase c-jun N-terminal (JNK) / proteina quinase ativada por
mitégeno P38 (MAPK) e da proteina Aktsurvival, ativa o p44 / 42 MAPK e inibe a
regulacdo negativa de Bcl2 em células NPC tratadas com selenito, inibindo a
apoptose de NPCs induzida por H202 e em lesdes cerebrais trauméaticas. Também
foi associada com a inibicdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
induzidas por H202, citocromecrelease e ativacdo das caspases 3 e 9, demostrando
sua forte acdo antioxidante.

Na analise de Tian et al. (2005), onde o grupo realizou a suplementacdo de
selénio em ratos recém-nascidos, visando avaliar o impacto na diferenciacdo de
células-tronco neurais, assim como avaliando alguns marcadores inflamatdrios com
0 GFAP em astricitos, o estudo comprovou que o Selénio pode promover a
viabilidade, desenvolvimento e diferenciacdo da neurosfera, e as células
diferenciadas podem ter mais quantidade, mais ramos e melhor rede nervosa
morfoldgica.

Com relacdo ao marcador CD68, o qual é uma glicoproteina intracelular de
110 kD, séo utilizados mais frequentemente para a identificacdo de macrofagos em
imuno-histoquimica. No entanto, CD68 €& também encontrada em mondcitos,
neutrofilos, basofilos e linfocitos grandes. A funcdo da molécula CD68 néo é certa,
mas estas proteinas de membrana lisossomal sdo 0s principais componentes e
podem proteger as membranas de um ataque por hidrolases acidas. E um marcador
importante de lesdo inflamatéria e consequente estresse oxidativo. A expresséo da
proteina CD68 tem sido demonstrada em células T estimuladas e células natural
Killer, e tecidos ndo-hematopoiéticos, como o figado e tubulos renais. Observamos
gue na avaliagcado imunohistoquimica, houve pouca variabilidade nos valores entre os

grupos controles.
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Porém, em nossos resultados ndo demonstraram relevancia estatistica em na
mensuracdo dos marcadores imunohistoquimicos BCL-2, HE, CASP, CD68, COX,
NFKB, GFAP, entre os 3 grupos analisadoas.

Na pesquisa realizada por Zhang et al. (2018), em que realizou a mensurag¢ao
dos niveis lipidicos em ratos antes e apds suplementacdo do selénio e magnésio,
demonstraram que os niveis elevados de colesterol total sérico e hepatico e LDL-C
sérico induzidos pela alimentagdo com dietas ricas em gordura foram
significativamente reduzidos pela co-suplementacdo de Se e MG em baixas doses.
Ambas as doses de co-suplementacdo de selénio e magnésio diminuiram
notavelmente os niveis de TG no sangue e no figado, os indices de funcéo hepética
TGO e TGP e a proporcdao de TC / HDL-C e TG / HDL-C. Em contraste, a
suplementacdo de Se e Mg mostrou um aumento substancial na glutationa
peroxidase dependente de Se (GSH-Px) e atividades de SOD e uma reducéo
significativa do nivel de MDA de ratos hiperlipidémicos. Também é demonstrado que
a co-suplementacédo de selénio e magnésio pode atenuar a esteatose hepatica.

Importante ressaltar que a dose pode causar intoxicacdo, como demonstrado
no estudo de Toyran, Turan e Severcan (2007), onde a suplementacdo em doses
elevadas causou um aumento no contetdo de lipidios tanto nos lipidios saturados
guanto nos insaturados, e uma alteracdo no perfil proteico com uma diminuicdo na
hélice a e um aumento na estrutura da folha B do coracdo do rato, que pode ser
refletindo um leve efeito subtdxico da suplementacédo de selénio no coracdo de rato
normal na dose utilizada no estudo.

Avaliando o efeito do selénio nos niveis de bilirrubinas, Nuzhat e Tabassum
(2013) induziram em seu estudo a cirrose hepética em ratos através de tiocetamida,
A andlise bioguimica foi avaliada pela bilirrubina total e direta, enzimas especificas
do figado e enzimas antioxidantes tanto em nos ratos controle quantos nos com
cirrose hepatica induzida. Sendo o aumento acentuado na bilirrubina total e direta e
na atividade da TGP os marcadores indicativos de cirrose hepatica, enquanto a
reducdo da atividade antioxidante [SOD e GSH] e aumento dos niveis de MDA e
Catalase observados no grupo cirrgtico. A suplementacdo com selenito de sodio
reduziu significativamente a atividade da bilirrubina total e ALT e restaurou as
enzimas antioxidantes [SOD e GSH] e MDA e a atividade da catalase.

Petrovski et al. (2012), realizaram uma revisdo os niveis de selénio (Se) e a

gravidade da doencga hepatica cronica e a associagao entre fatores socioecondémicos
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e de estilo de vida e os niveis séricos de Se. Foram avaliados homens hungaros,
examinando 281 pacientes com doenca hepética crénica e 778 controles. A funcao
hepética foi avaliada por meio de marcadores bioquimicos como TGO e TGP,
albunina e bilirrubinas; e a doenca hepatica foi verificada com exame fisico e
exames de sangue. A andlise de regressao linear foi realizada para estudar a
associacdo do nivel de Se sérico com marcadores bioquimicos em casos e
controles. Os niveis séricos de Se foram mais baixos nos casos do que nos
controles. Nos controles, aumentos na bilirrubina e na transaminase glutamico-
oxaloacética (TGO) foram associados a diminui¢cdes nos niveis de Se. Em pacientes
com doenca hepatica cronica, foi encontrada uma relacdo estatisticamente
significativa entre o Se sérico e a razdo TGO / TGP, albumina e bilirrubina. O nivel
de Se foi associado a gravidade da lesdo hepatica em pessoas, mesmo em
pacientes que nao exibiam sinais e sintomas de doenca hepatica crénica.

Dentre o perfil de ferro sérico, observamos uma forte influencia do selénio.
Kojouri et al. (2012), demonstraram no estudo com ovelhas esta influencia do selénio
na homeostase do ferro e na expressdo da transferrina e de seus genes de
proteinas ligadoras de receptores. Divididos em 3 grupos, fatores como
concentracdo de ferro sérico, capacidade total de ligacdo de ferro (TIBC) e
porcentagem de saturagdo de transferrina foram determinados. A expressdo da
transferrina e genes do receptor de ligacdo a transferrina também foi estudada. Os
resultados mostram uma tendéncia decrescente na concentracdo de ferro sérico,
particularmente durante os estagios iniciais e intermediarios de suplementacéo (0-20
dias) com selénio. Por outro lado, o nivel de TIBC aumentou no soro, especialmente
durante esses periodos (0—20 dias) em animais que receberam selénio. Nossos
resultados também mostraram que a expressdo da transferrina e de seus genes
receptores aumentaram consideravelmente durante a suplementacdo dos animais
com ambos os compostos de selénio por 10 ou 20 dias. ApOs esse periodo, a
expressdo dos genes citados diminuiu significativamente, principalmente nos
animais que receberam ions selénio.

Chareonpong-Kawamoto e Yasumoto (1995), demonstraram a influéncia dos
niveis séricos de selénio no ferro sérico e demais minerais em ratos Wistar machos.
As andlises mostraram que a deficiéncia de Se afetou as concentracdes de
magnésio, calcio, ferro, cobre e zinco em tecidos selecionados e no soro. Durante

todo o periodo, a concentracdo de ferro sérico foi 40-58% maior em ratos com
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deficiéncia de selénio em comparagdo com ratos com niveis adequados de selénio.
A saturagcdo de transferrina com ferro foi significativamente maior em ratos com
deficiéncia de selénio do que em ratos com niveis adequados de selénio (57-60%
versus 30—-31%). As concentragcdes de ferro nos tecidos variaram de 1,1 a 2,5 vezes
maiores em ratos com deficiéncia de selénio do que em ratos com niveis adequados
de selénio (p <0,05). Esses resultados corroboram com a teoria que a deficiéncia de
selénio pode causar uma sobrecarga secundéria de ferro e distribuicdo
desequilibrada de outros minerais.

Ja no estudo capitaneado por Viita, Mutanen e Mykkanen (1989), o qual foi
analisado o efeito da suplementacao de selénio (Se) inorganico no status de ferro e
da suplementacéo de ferro no status de selénio em estudantes finlandesas (= 33),
onde os alunos foram divididos em trés grupos e suplementados diariamente por
quatro semanas com 150 ug de Se como selenato de sédio, ou 120 mg de Fe como
sulfato ferroso, ou 120 mg de Fe como sulfato ferroso e 150 ug de Se como selenato
de sodio. O nivel de selénio plasmatico foi usado como um indicador do nivel de
selénio corporal. As concentragfes de hematdcrito e ferritina sérica foram medidas
para determinar as mudancas no estado de ferro corporal. O nivel inicial de selénio
no plasma de todos os individuos foi de 74,7 £ 2,9 ng / ml. O aumento no nivel de Se
plasmatico no grupo que recebeu selenato de sddio foi significativamente maior (P
<0,05) do que no grupo que recebeu selenato de sodio e sulfato ferroso. O nivel de
selénio plasmatico no grupo que recebeu sulfato ferroso diminuiu de 76,0 + 2,8 ng /
ml para 67,8 + 2,3 (P <0,05) durante o periodo de suplementacdo, mas voltou ao
nivel inicial quatro semanas apés o término da suplementacdo de ferro. Os dados
indicam que o ferro suplementar afetou negativamente o nivel de selénio corporal
desses individuos. Por outro lado, a suplementacdo de Se nao teve efeito sobre o
nivel de ferro corporal, conforme indicado pelos niveis séricos de ferritina e
hematdcrito. Também foi demonstrado que ndo houve interacdo Obvia entre os
niveis normais de selénio e ferro no corpo.

Davis, Uthus e Finley (2000), demonstraram as mudancas na quantidade e na
forma quimica do selénio afetariam a metilagdo do DNA, onde ratos alimentados
com dietas deficientes em selénio tiveram significativamente (P <0,0001) DNA
hipometilado do figado e célon em comparacdo com ratos alimentados com 0,1 ou

2,0 yg de selénio / g dietas como selenito ou selenometionina. Assim, as alteragdes
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na metilacdo do DNA podem ser um mecanismo potencial, pelo qual o selénio
dietético deficiente aumenta a tumorigénese do figado e colon.

E no trabalho subsequente, avaliou-se, as concentra¢cdes de homocisteina no
plasma e nos tecidos, os quais demonstraram reducéo pela privacdo de selénio. A
homocisteina e a cisteina plasmaticas diminuiram significativamente ao alimentar
ratos ou camundongos com dieta deficiente em selénio em comparagdo com a
alimentacdo adequada ou com selénio supranutricional. Este trabalho sugere que as
diferencas entre as espécies podem ser vitais para determinar qual modelo animal é
usado em estudos de deficiéncia de selénio ou em estudos que séo projetados para
determinar os mecanismos quimiopreventivos do selénio.

Venn et al. (2003), analisaram individuos de Dunedin, Nova Zelandia (n =
189) de forma aleatdria para receber um suplemento contendo 200 ug de selénio ou
placebo por 20 semanas. No inicio do estudo, 67% (n = 112) dos participantes
tinham concentragbes plasmaticas de selénio <1,2 umol / L, uma concentragao
considerada necesséria para a atividade total da glutationa peroxidase (Gpx). Ndo
houve diferenca nas alteracdes médias de homocisteina plasméatica entre os grupos
suplementado e placebo (P = 0,54), concluindo a suplementacdo de selénio néo
influencia nas concentracBes plasmaticas de homocisteina em populacdes
saudaveis de paises desenvolvidos, cujo status de selénio € caracterizado por
concentracfes mais baixas de selénio plasmaético.

Na avaliacdo do hemograma, Pisek et al. (2008), avaliaram o impacto da
suplementacdo de selénio nos parametros dos leucdcitos no sangue de ovelhas
gestantes e nao gestantes, com a contagem de glébulo branco total (WBC) e a
diferenciacdo de leucdcitos no esfregaco de sangue detectados por uma analise
microscoépica, e 0os subconjuntos CD4 + e CD8 + detectados por citometria de fluxo.
Uma diminuicdo na contagem de leucdcitos foi registrada durante a gravidez; foi
estatisticamente significativo apenas no grupo suplementado com selénio organico.
No periodo poés-parto, houve um aumento estatisticamente significativo nas
porcentagens dos subconjuntos CD4 + e CD8 +, mas as diferencas entre 0os grupos
ndo foram estatisticamente significativas. Os resultados do experimento
documentaram que a suplementacdo de diferentes formas de selénio nao
influenciava de forma marcante a din@mica dos parametros sanguineos em ovelhas
nao gestantes, gestantes e lactantes se a ingestdo de vitaminas e outros

microelementos essenciais fosse adequada.
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Dentre a morfologia e bioquimica do sangue, e a capacidade fagocitica de
granuldcito, Musik, Kielczykowska e Donica (2013), dividiu ratos em 4 grupos,
suplementando em compostos de selénio, o qual constatou a diminuicdo do
hematocrito em todos os grupos. O numero de eritrOcitos permaneceu inalterado em
todos 0s grupos que receberam selénio vs. controle, enquanto o numero de
leucocitos, hemoglobina reduziram significativamente em 3 grupos. No contexto
bioquimico, os resultados relativos ao efeito do selénio mostraram que a ureia
permaneceu inalterada, a glicose diminuiu estatisticamente, enquanto o colesterol
diminuiu significativamente em um grupo especifico.

Alimohamady et al. (2013), conduziram um estudo de suplementacdo de
selénio em cordeiros, comparando com grupo controle, vislumbrando avaliar o tanto
o perfil hematoldgico quanto o perfil bioquimico. Os resultados revelaram que ndo
houve diferencas significativas para ganho médio diario, consumo de racdo médio
diario, relacdo alimentacao / ganho, parametros hematologicos (volume de glébulos
vermelhos, glébulos brancos e valores de hemoglobina), proteina sérica total,
albumina, globulina, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e creatina
fosfoquinase devido a suplementacao de diferentes quantidades e fontes de Se em
cordeiros. A suplementacéo dietética de Se melhorou significativamente (P <0,001) a
atividade da glutationa peroxidase no sangue. Além disso, no final do ensaio, a
guantidade de tri-iodotironina (T3) sérica também aumentou (P <0,05), enquanto a
guantidade de tiroxina (T4) sérica diminuiu (P <0,05).

O efeito neuroprotetor da administracdo oral de nanoparticulas de selénio em
ratos com lesdo medular induzida foi demonstrado por Javdani et al. (2019), o qual
dosou as concentracdes séricas de IGF-1 e as alteracbes nos glébulos brancos nos
grupos lesionados e ndo, em diferentes momentos pré e poés-cirdrgicos. Os
resultados do estudo atual mostraram uma diminuicdo significativa no total de
leucdcitos, incluindo linfécitos, neutréfilos e monécitos no grupo experimental em
comparacdo com o grupo controle. A avaliagéo histologica mostrou que as respostas
inflamatorias reduziram significativamente no grupo experimental em comparacéo
com o0 grupo controle, concluindo que a diminuicAo do numero de células
inflamatoérias apds a administracdo oral das nanoparticulas de selénio se deve aos
efeitos neuroprotetores dessa nanoparticula.

No entanto, nossas analises tanto com relagdo ao hemograma quanto

bioquimica (Colesterol total, HDL, Triglicerideos, TGO, TGP, Bilirrubinas totais e



fracbes, Ferro, Homocisteina), ndo demonstraram variacdes significativas ou

relevancia estatistica entre os 3 grupos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O selénio €& conhecido como um poderoso antioxidante, vastamente
demonstrado na literatura, com acdo em diversas cascatas do estresse oxidativo.

Porém em nosso experimento, considerando a analise dos marcadores
séricos de estresse oxidativo, observa-se que no grupo 2, este o de maior dose
suplementada de selénio, houve uma reducdo significativa da mensuracdo do
TBARS, com relevancia estatistica, sugerindo sua acdo antioxidante. Dentre os
demais marcadores séricos de estresse oxidativo, tanto o TIOL quanto a catalase,
ndo houve variabilidade com significancia estatistica. Assim como em relagdo aos
marcadores imunohistoquimicos, dentre eles, caspase-3, BCL-2, NFKB, COX2,
GFAP, CD68, além do padrao estrutural neural, nas laminas em HE, houve pouca
variabilidade em suas mensuragdes, sem relevancia estatistica significativa.

Frente a analise do hemograma e a bioquimica, dentre eles o Colesterol total,
HDL, Triglicerideos, TGO, TGP, Bilirrubinas totais e fracdes, Ferro sérico,
homocisteina sérica, também n&o houve relevancia estatistica significativa entre os
grupos observados.

Sendo assim, ha uma melhora do padrédo de estresse oxidativo, demonstrado
em uma variavel, porém levanta-se o questionamento sobre a dose utilizada, a
formulacdo e a biodisponibilidade da suplementacdo de selénio, como pontos de

influéncia na resposta oxidativa.
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ANEXO A — RELACAO DE PESOS E MISTURAS DAS AMOSTRAS

TBARS Catalase (CAT):
Tampdo
peso Peso Homogeneizagdo TBA0.8% dcido SDS 8.1% qdede$1  [TFK50mM
Amostra  ID  eppendorf amostra (g) | (mL) (uL) Acético (uL) |(uL) H20 (uL) (uL) (uL) 'H202 (uL)

Cérebro 0.1.0 01312 5 500 500 200 100 100 2860 105
Cérebro. 02278 5 500 500 200 100 100 2860 105
0,2037 5 500 500 200 100 100 2860 105
Cérebro 01327 5 500 500 200 100 100 2860 105
Cérebro 04221 5 500 500 200 100 100 2860 105
Cérebro 03495 5 500 500 200 100 100 2860 105
Céreb 02777 5 500 500 200 100 100 2860 105
Cérebro 0,1699 5 500 500 200 10 100 2860 105
- 02947 5 500 500 200 100 100 2860 105
0,2572 2 500 500 200 1001 100 2860 105
“érebr 0,3246 5 500 500 200 10 100 2860 105
Cérebro 0,2198 5 500 500 200 100 100 2860 105

Cérebro 0,2259 5 500 500 200 100 100 2860

Cérebro 0,1588 5 500 500 200 100 100 2860

~ 0123 5 500 500 200 100 100 2860

01852 5 500 500 200 100 100 2860

- 02726 2 500 500 200 1001 100 2860

02528 5 500 500 200 10 100 2860

0,2675 5 500 500 200 100 100 2860

0,1583 5 500 500 200 100 100 2860

1 5 500 500 200 100] 100 2860

5 500 500 200 10 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 10 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100) 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 10 100, 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860

5 500 500 200 100| 100 2860

5 500 500 200 100 100 2860
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