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Resumo



O estresse oxidativo, é reconhecido como caracteristica fundamental
no choque séptico. Além disso, em pacientes com resposta inflamatodria sistémica,
a concentracdo de selénio no plasma diminui independentemente do seu estado
nutricional. No entanto, o papel fisiopatolégico da concentracdo de selénio em
pacientes com choque séptico permanece desconhecido. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a associacdo da concentracdo de selénio no plasma e eritrocito
com a atividade da glutationa peroxidase (GPx1), o polimorfismo Prol98Leu da
GPx1 e a mortalidade na unidade de terapia intensiva (UTI) e hospitalar em
pacientes com choque séptico.

Trata-se de um estudo clinico observacional e prospectivo realizado
em trés unidades de terapia intensiva em um hospital universitario. Foram
avaliados 110 pacientes consecutivos, maiores de 18 anos (57,6 + 15,9 anos;
63,6% homens), com choque séptico na admissdo ou durante sua internacdo na
UTT, entre Janeiro a Agosto de 2012.

No momento da coleta dos pacientes, foram registrados os dados
demograficos. Amostras de sangue foram coletadas nas primeiras 72 horas apés a
admissao do paciente ou dentro de 72 horas do diagnédstico de choque séptico
para determinacdo do estado nutricional de selénio, concentracdo de grupos
carbonila, atividade da GPx1 e a genotipagem do polimorfismo Prol98Leu. Em
relacdo ao estado nutricional de selénio, somente a concentracdo de selénio no
eritrécito foi menor nos pacientes que evoluiram ao ébito durante a internagao
na UTI e hospitalar. A frequéncia dos genétipos para o polimorfismo Prol98Leu
foram 55%, 38% e 7% para os alelos Pro/Pro, Pro/Leu e Leu/leu,
respectivamente. A atividade da GPx1 foi diferente entre os grupos e maior no
genotipo Leu/Leu. No modelo de regressao de Cox, a concentragao de selénio no
eritrdcito foi associada com a mortalidade na UTI (HR:0,965; 95%CI:0,943-0,988;
p: 0,002) e hospitalar (HR: 0,968; 95%CI: 0,948-0,989; p: 0,003) em pacientes
com choque séptico, mesmo apds ajustado para idade, sexo e APACHE II.

A concentracdo de selénio no eritrécito foi preditora de mortalidade
na UTT e hospitalar em pacientes com choque séptico. No entanto, este efeito nao

foi dependente da atividade da GPx1 ou do polimorfismo Pro198Leu.
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Abstract



The oxidative stress is recognized as a key feature of septic shock. In
addition, in patients with systemic inflammatory response, plasma selenium
concentration falls independently of selenium status. However, the
pathophysiologic role of selenium concentration in patients with septic shock
remains unknown. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
association of erythrocyte and plasma selenium concentration with glutathione
peroxidase (GPx1) activity, GPx1 polymorphisms and with intensive care unit
(ICW) and hospital mortality in septic shock patients.

This is an prospective, observational clinical study held in three
intensive care units in a university hospital. A total of 110 consecutive patients
older than 18 y (57,6 + 15,9 y; 63,6% males) with septic shock on admission or
septic shock during their ICU stay who were admitted to the ICU between January
and August 2012 were evaluated.

At the time of the patients’ enrollment, demographic information
was recorded. Blood samples were taken within the first 72 h of the patient’s
admission or within 72 h of the septic shock diagnosis for determination of
selenium status, protein carbonyl concentration, GPx1 activity and GPx1
Prol98Leu polymorphism genotyping. Regarding selenium status, only
erythrocyte selenium concentration was lower in septic patients who died in ICU
and hospital. The genotype frequencies for GPx1 Prol198Leu polymorphism were
55%, 38% and 7% for Pro/Pro, Pro/Leu and Leu/Leu, respectively. GPx1 activity
was different between groups and was higher in the Leu/Leu genotype. In the Cox
regression models, erythrocyte selenium concentration was associated with ICU
(HR:0.965; 95%CI:0.943-0.988; p: 0.002) and hospital mortality (HR: 0.968;
95%CIL: 0.948-0.989; p: 0.003) in patients with septic shock even after
adjustment for age, gender and APACHE II.

Erythrocyte selenium concentration was a predictor of ICU and
hospital mortality in patients with septic shock. However, this effect was not due

to GPx1 activity or Prol98Leu polymorphism.
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Introducgao



A sepse é sindrome clinica resultante da interacdo entre o agente
infeccioso e a resposta imunolégica do hospedeiro. Essa interacdo resulta em
producdo exacerbada de citocinas, responsdveis pelo desenvolvimento da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS). Esta por sua vez, pode
evoluir tanto para cura como para disfuncao de muiltiplos 6rgaos (DMO) e ébito.!

Diversas sdo as causas da SIRS, mas quando esta ocorre devido a
processo infeccioso presumido ou evidente confirma-se o diagndstico de sepse. A
associacdo de sepse com hipoperfusao tecidual (hipotensao arterial, lactato acima
do limite de normalidade; débito urindrio < 0,5 mL/kg/h por mais de duas horas
apesar de reposicdo volémica adequada; Pao,(Fio, < 250 na auséncia de
pneumonia ou Pao,(Fio, < 200 na presenca de pneumonia como foco de infeccao;
creatinina > 2,0 mg/dL; bilirrubina > 2,0 mg/dL; plaquetas totais < 100.000 L e
tempo de protrombina > 1,5 RNI) que melhora apds adequada ressuscitacdo
volémica caracteriza a sepse grave.' Ja o choque séptico é definido como quadro
de sepse grave, com manutencdo da hipotensdo apesar de adequada reposicédo
volémica e necessidade de drogas vasoconstritoras.*

Embora a mortalidade do choque séptico tenha diminuido ao longo
da ultima década em grande parte proporcionado pelo diagnédstico precoce,
intervencdes e cuidados de suporte, as taxas continuam bastante elevadas.” Dados
sobre a frequéncia e evolucdo da sepse em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)
da América Latina, incluindo o Brasil sdo raros. O Consenso Brasileiro de Sepse
mostra frequéncia de sepse e choque séptico de 27% e 23%, respectivamente.?
Além disso, as taxas de mortalidade nos EUA variam entre 20% a 80% nos
pacientes com choque séptico'*, com custos hospitalares superiores a 60 bilhées
de dolares por ano.”

Entre os fatores que contribuem para essa elevada taxa podemos
destacar o aumento do numero de idosos; maior sobrevida de pacientes
imunossuprimidos e com doencas debilitantes; emprego mais frequente de
técnicas invasivas  (cateteres vesicais, tubos endotraqueais, cateteres
intravasculares) e aumento das infec¢cdes hospitalares.>*

O processo fisiopatolégico da sepse inicia-se com a invasdo do

hospedeiro por agentes infecciosos que podem ser bactérias, virus ou fungos. Os
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componentes da parede celular das bactérias gram-negativas, as bactérias gram-
positivas, além da infeccdo fungica sdo os principais ativadores da resposta
inflamatéria do hospedeiro, que apesar de importante para destruir os
microorganismos invasores, pode aumentar de forma descontrolada e evoluir
para choque séptico e DMO.’

Atualmente, as arteriolas e o endotélio vascular sdo vistos como os
principais responsaveis pelas alteracdes hemodinamicas no choque séptico.
Inicialmente, ocorre vasodilatacdo intensa, que pode nao responder de modo
adequado a administracdo de agentes vasoconstritores. Esse fendmeno ocorre,
principalmente, devido ao aumento na producao de o6xido nitrico pelo endotélio
vascular, hiperpolarizacdo das membranas das células musculares lisas das
arteriolas e a deplecdo dos estoques de vasopressina.' A queda da resisténcia
vascular periférica leva a vreducdo da pressdo arterial sistémica e
consequentemente a reducdo da oferta de oxigénio aos tecidos. Por isso o choque
séptico ¢ definido como choque vasodilatador ou distributivo. No entanto,
mesmo com a normalizacdo da pressdo arterial apds a reposicdo de fluidos e
drogas vasoconstritoras, a hipoperfusdo tecidual pode perpetuar-se devido a
disfuncao endotelial e mitocondrial.>®

Além das alteracdes vasculares ja comentadas, as células endoteliais
quando ativadas diretamente pelas endotoxinas da membrana bacteriana ou por
citocinas inflamatérias, adquirem funcdo pré-coagulante e pro-trombética, pelo
aumento de liberacdo de tromboplastina e do fator de ativacdo plaquetario e pela
diminuicdo da producdo de trombomodulina. A formacdo de trombos na
microcirculacdo e a adesdo de leucdcitos no endotélio vascular levam ao
estreitamento do vaso e a redistribuicdo do fluxo sanguineo, contribuindo
também para as alteracées regionais da perfusdo tecidual observadas no choque
séptico."®

A hipoéxia tecidual desvia o metabolismo da glicose para a glicdlise
anaerébica e consequentemente ha aumento da producao de lactato, sendo sua
medida seriada util para orientar a conduta e avaliar o prognéstico.*

Atualmente, os cuidados e tratamento dos pacientes com choque

séptico sdo protocolados pelo Surviving Sepsis Campaign.' O reconhecimento e
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tratamento precoce e a utilizacdo de protocolos baseados em evidéncias sdo os
pilares para reduzir a morbimortalidade no choque séptico. As principais medidas
no manejo atual incluem: diagnéstico rdpido e adequado; reposicdo volémica
imediata e estabilizacdo hemodinamica; terapia precoce guiada por metas (early
goal directed therapy); coleta de culturas apropriadas; antibioticoterapia precoce
e de largo espectro, controle do foco infeccioso e controle glicémico.’

Outras intervencoes estdo sendo estudadas no intuito de reduzir a
morbimortalidade do choque séptico. Neste cendrio a reducdo do estresse
oxidativo é interessante alvo terapéutico.

O estresse oxidativo é cada vez mais reconhecido como fator central
na fisiopatologia da sepse, especialmente no desenvolvimento de DMO. As espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) tém
importantes papéis fisioldgicos, em concentracdes nanomolares, ha modulacédo da
sinalizacdo, proliferacdo, apoptose e protecdo celular. No entanto, quando em
excesso EROs e ERNs também sdo capazes de lesar proteinas, polissacarideos,
acidos nucléicos e acidos graxos poliinsaturados, resultando em dano celular e
disfuncao dos tecidos.'®

Em pacientes criticos, EROs podem ser produzidas principalmente a
partir da disfuncdo mitocondrial, endotelial e da ativacdo da enzima NADPH
oxidase como é classicamente observado no choque séptico."* Além disso, EROs
podem estimular a liberacdo de citocinas e a expressao de moléculas de adesao,
levando a infiltracdo de granuldcitos nos tecidos. Os granuldcitos por sua vez
também aumentam a geracdo de EROs e amplificam a resposta inflamatoria e a
lesdo tecidual subsequente.*

No entanto, existe complexo sistema de defesa enddgeno designado
para proteger os tecidos da lesdo celular induzida por EROs. Esse sistema
antioxidante pode ser dividido em enzimatico, onde se destacam enzimas como a
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina; e
ndo enzimatico como proteinas, acido urico, 4cido ascorbico, selénio e o a-
tocoferol. Em pacientes criticos hd reducdo dos estoques antioxidantes, reducdo
das concentragdes intracelulares e plasmaticas de co-fatores e diminuicdo da

atividade dos sistemas enzimaticos envolvidos na desintoxicacdo das EROs.*?
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Devido ao importante papel desempenhado pelo estresse oxidativo
na sepse, a suplementacado de antioxidantes nesses pacientes tem sido estudada na
ultima década.'** Heyland et al. mostraram em uma meta-andlise que a
administracdo de antioxidantes, em especial altas doses de selénio (Se), como
monoterapia ou associado a outros antioxidantes é estratégia segura e associada
a reducdo da mortalidade em pacientes criticos.'

O Se é um micronutriente essencial para a saude humana e pode ser
encontrado nas formas inorganica e organica. Na forma inorganica é encontrado
principalmente como selenato e selenito, sofrendo reducdo e transformando-se
em selenido. Ja na forma organica, destacam-se a selenometionina e a
selenocisteina, que posteriormente também sdo transformados em selenido.*® Os
seres humanos ndo sintetizam selenometionina, porém esta é absorvida a partir
de fontes vegetais e suplementos alimentares. O selenito, selenato e selenocisteina
sdo catabolizados até a forma de selenido. Este ultimo, por sua vez, pode ser
novamente metabolizado para selenofosfato, precursor de selenocisteina e de
outras selenoproteinas.'’

A Dbiodisponibilidade do Se nas formas organica e inorganica é
relativamente alta, em torno de 70 a 95%, porém pode variar de acordo com a
fonte alimentar e o estado nutricional do individuo.'”'® A excrecdo urinaria de Se
é a principal responsavel pela homeostasia corporal do elemento, sendo que,
quanto maior a ingestdo dietética, maior é a sua excrecdo urinaria.'’

As melhores fontes alimentares de Se sdo de origem animal como as
carnes, frutos do mar e laticinios. Ja os vegetais apresentam concentracdes
variadas devido ao conteudo do mineral no solo, além de haver diferencas no
metabolismo entre vegetais e animais.”® O alimento mais rico em Se ¢é a castanha
do Brasil, com concentragdes em torno de 58 ug/g.*! A recomendacéo de ingestéo
didria (RDA) de Se para individuos adultos é de 55 pg/dia e o limite de ingestdo
toleravel é de 400 ug/dia.*® O Se é armazenado no corpo humano sob diversas
formas: como selenometionina nos musculos, esqueleto, eritrécitos, pancreas,
figado, rins, estomago, cérebro, pele e mucosa gastrointestinal; no figado,
incorporado a glutationa peroxidase 1 (GPx1) e no plasma na forma livre ou

ligado as selenoproteinas.?
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A intoxicacdo cronica em individuos adultos é rara e ocorre com
ingestdo superior a 800 pg/dia. A deficiéncia de Se pode ser encontrada em
criancas chinesas, onde o seu teor no solo é baixo e a ingestdo didria do mineral
inferior a 10 ug/dia*’, também em pacientes em hemodialise”, com doenca de
Alzheimer®* e em pacientes criticos.”>?®

As principais funcdes do Se estdo relacionadas a sua acdo
antioxidante, participacdo na conversao de T4 em T3, protecdo contra acdo
nociva de metais pesados e xenobidticos, fertilidade masculina e aumento da
resisténcia do sistema imunolégico.'”

Alguns estudos mostraram baixas concentracdes plasmaticas de Se
nos pacientes criticos e encorajaram o desenvolvimento de estudos que avaliaram
sua suplementacao. Forceville et al. estudaram as concentracdes de Se plasmatico
em 134 pacientes admitidos em UTI. No momento da admissao, houve correlacédo
negativa entre os valores de Se e os valores do APACHE II (Acute Physiology and
Chronic Health Evoluation) e do SAPS II (Simplified Acute Physiology Score),
além disso, os pacientes com baixos valores de Se apresentaram mortalidade 3,5
vezes maior.”’ Outros estudos mostraram também reducdo da necessidade de
hemodialise, diminuicdo do SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”) e da
mortalidade em pacientes criticos que receberam suplementacdo de Se.””*' No
entanto, estudos de Berger et al. ndo mostraram diferenca na mortalidade
quando o Se foi suplementado.’***

Em estudo multicéntrico realizado com 1200 pacientes criticos,
Heyland sugeriu que doses maiores que 1000 pg/dia de Se podem ser prejudiciais
e doses menores que 800 pg/dia podem nao oferecer nenhum beneficio.*

Logo, apesar dos resultados promissores, a dose de suplementacéo, a
via e o tempo de administracdo ainda nao foram determinados. Provavelmente o
estado nutricional do Se previamente a admissdo na UTI e caracteristicas
individuais dos pacientes também influenciam a resposta a sua suplementacao.

O estado nutricional do Se pode ser avaliado pela sua concentracéo
corporal (sangue, plasma, soro, eritrdcitos, cabelos, unhas ou urina) ou através
da medicao da atividade/concentracdo de certas selenoproteinas, como a GPx1.*¢

Recomenda-se que sejam utilizados dois ou mais biomarcadores, de maneira a
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evitar possiveis erros diagndsticos.’” No entanto, em pacientes com resposta
inflamatéria  sistémica a  concentracdo plasmatica de Se diminui
independentemente de seu estado nutricional*®*” Em estudo recente com 91
pacientes criticos, Stefanowicz et al. mostraram que a concentracao plasmatica do
Se é afetada pelo processo inflamatério, enquanto que a eritrocitaria permanece
normal.*® Esses dados sugerem que a concentracdo eritrocitaria de Se é melhor
para avaliar seu estado nutricional nesses pacientes.

Outro método de andlise do estado nutricional do Se é a medida da
concentracdo ou atividade da GPx1. A GPx é uma enzima antioxidante capaz de
metabolizar grande numero de hidroperdxidos livres e catalisar a reducdo do
peroxido de hidrogénio em oxigénio e dgua.*** Foram descritas 5 GPxs
dependentes de selénio (Se) em humanos: citosélica (GPx1); gastrointestinal
(GPx2); plasmatica (GPx3); fosfolipide hidroperdxido (GPx4) e no epitélio olfativo
e em tecidos embriondrios (GPx5).*>**

A GPx1 é a selenoproteina mais abundante em humanos e encontra-
se expressa em praticamente todos os tecidos. Esta enzima é conhecida como
reserva corporal de Se, podendo ser utilizada para as necessidades imediatas desse
nutriente. Além disso, dentre as diferentes GPxs, verifica-se que, as concentragdes
e atividade da GPx1 sdo mais sensiveis a deficiéncia dietética de Se. Observa-se em
ratos, nesta condicao, reducdes de 99% no RNAm de GPx1 no figado e reducdo de
90% em sua atividade.*® Da mesma maneira, em células de carcinoma
hepatocelular, a deficiéncia de Se resulta em reducdes de 60% no RNAm da GPx1
e de 93% em sua atividade.*® Por outro lado, ratos deficientes em Se, ao serem
tratados com este mineral, apresentaram rdpida normalizacdo da expressdo e
atividade da GPx1.*> Além das concentracdes de Se, o polimorfismo Prol98Leu do
gene da GPx1l parece também influenciar as concentracdes e a atividade da
enzima.

O polimorfismo Prol98Leu do gene da GPxl estd associado a
substituicdo da citosina por timina no éxon 2 da GPx1, que resulta na mudanca
do aminoacido prolina (Pro) por leucina (Leu) no cédon 198.*” Esse polimorfismo
é importante devido sua alta prevaléncia em caucasianos e a sua possivel

associacdo com a reducdo da atividade da GPx1.*” Os estudos que investigaram a
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associacdo entre a atividade da GPx1 e polimorfismo Prol98Leu, entretanto, sao
controversos. Estudos in vitro com células humanas de cancer de mama, células
endoteliais adrticas bovinas e cardiomidcitos, revelaram que o alelo Leu esta
associado com menor atividade da enzima GPx1 quando o Se é adicionado ao
meio de cultura.**>°

Estudos clinicos também mostraram que o alelo variante pode estar
associado a reducdo da atividade da GPx1 e ao maior risco de cancer de mama.*’
Por outro lado, o alelo Leu apresentou efeito protetor contra o cancer de pulmao
e de prostata, além de estar associado ao maior tempo para recorréncia do cancer
de bexiga.’**?

Outros estudos nao observaram diferencas na concentracdo de Se ou
atividade da GPx1 entre os gendtipos, mas mostraram que a associacdo entre
atividade da enzima e a concentracdo de Se era diferente dependendo do genétipo
analisado.”**" Cominetti et al.*! em estudo randomizado com 37 mulheres obesas
que receberam suplementacdo de Se através da ingestdo didria de uma castanha
do Brasil, observaram que apdés a suplementacdo, houve aumento nas
concentracdes de Se e da atividade da GPx1, independentemente do polimorfismo
Prol98Leu. No entanto, individuos com o alelo Leu apresentaram maior lesdo do
DNA apés a suplementacdo de Se quando comparados com individuos sem o
polimorfismo. Esses dados sugerem que a resposta a suplementacdo de Se possa
ser diferente dependendo do polimorfismo Pro198Leu.”

Em pacientes com choque séptico as relagées entre o polimorfismo

Prol98Leu do gene GPx1, sua atividade enzimdtica e a concentracdo de Se no

plasma e eritrécitos ainda ndo foram estudadas.
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Hipotese



Formulamos a hipétese de que a baixa concentracdo de Se tanto no
plasma quanto no eritrocito, associada ao polimorfismo Prol98Leu, reduzem a
atividade da GPx1, favorecendo o aumento da mortalidade em pacientes com

choque séptico.
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Objetivo



Avaliar se a concentracdo de selénio tanto no plasma como no
eritrocito e o polimorfismo Prol98Leu do gene da GPxl interferem na

mortalidade de pacientes com choque séptico.
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Casuistica e Métodos



Delineamento

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da nossa
Instituicdo e o termo de consentimento livre e esclarecido de todos os pacientes
foi obtido através da assinatura do familiar/responsavel. Para o célculo do
tamanho amostral foi utilizada a féormula de Fisher e Belle, com as seguintes
varidveis: taxa de mortalidade no choque séptico de 50%, intervalo de confianca
de 95%, erro amostral de 10%, totalizando 96 pacientes.

Foram avaliados prospectivamente 110 pacientes consecutivos com
diagnodstico de choque séptico na admissdo ou durante a permanéncia na UTI,
maiores de 18 anos, internados no Centro de Terapia Intensiva (CTI) ou nho
Servico de Terapia Intensiva (SETI) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), totalizando 28 leitos de internacdo, durante o
periodo de Janeiro a Agosto de 2012. Os critérios de exclusdo foram: gestantes,
pacientes com morte encefélica confirmada, atraso no diagndstico (tempo maior
que 72 horas) e hipoperfusao tecidual com necessidade de droga vasoativa por
tempo inferior a 24 horas.

Na admissao dos pacientes foram registrados dados demograficos e
clinicos, os escores de gravidade APACHE II e SOFA, além dos exames bioquimicos.
Além disso, a coleta de sangue foi realizada nas primeiras 72 horas da admissdo
do paciente ou até 72 horas apés o diagnostico de choque séptico para
determinacdo do estado nutricional do Se, concentracdo dos grupos carbonila,
atividade da GPx1 e genotipagem do polimorfismo Prol98Leu.

O choque séptico foi definido como infeccdo induzindo a resposta
inflamatoria sistémica, com pressao arterial sistdlica inferior a 90 mmHg; pressao
arterial média inferior a 70 mmHg ou hipoperfusao tecidual e com necessidade de
introducdo de drogas vasopressoras.” Todos os pacientes foram acompanhados
diariamente durante a internacdo na UTI até a alta hospitalar ou ébito. As taxas

de mortalidade hospitalar e na UTI foram registradas.
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Analises laboratoriais

As anadlises laboratoriais referentes a concentracdo de selénio no
sangue, atividade eritrocitdria da GPx1 e o polimorfismo Prol98Leu da GPx1
foram realizadas no Laboratério de Nutricdo e Minerais do Departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental - USP/Sao Paulo. A andlise da concentracédo da
proteina carbonila foi realizada no Departamento de Quimica e Bioquimica do
Instituto de Biociéncias (IB) da UNESP/Botucatu e os exames bioquimicos foram
realizados durante a propria rotina de internacdo dos pacientes do Hospital das
Clinicas da FMB/UNESP.

Os exames bioquimicos séricos realizados foram: sédio, potassio,
magnésio, fésforo, célcio total, glicemia, uréia, creatinina, proteina C reativa e
albumina (método e quimica seca - Ortho-Clinical Diagnostics VITROS 950°,
Johnson & Johnson); hemograma completo (método de automacgdo em auto-
analisador Coulter STKS); gasometria arterial e lactato (Roche OMNI® S Blood

Gas Analyzer).

Coleta de Materiais Bioldgicos

Aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados de cada
paciente em até 72 horas apés a confirmacdo do diagndstico de choque séptico
na UTI. Cerca de 15 mL de sangue foram transferidos para tubos com
anticoagulante EDTA e 5 mL para tubos sem anticoagulante para obtencdo do
soro. O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo em 3000 x g
durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Apds esse procedimento
foram acondicionados em tubos de polipropileno desmineralizados, sendo a seguir
armazenados a -80°C. O soro foi obtido também por centrifugacao dos tubos em
temperatura ambiente a 3000 x g durante 15 minutos e armazenado da mesma
maneira que o plasma. Para extracdo do DNA, aliquotas de 1 mL de sangue total

foram acondicionadas em tubos autoclavados e armazenadas a -80°C.
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A separacdo dos eritrécitos seguiu o método padronizado por
Whitehouse et al.>®> A massa eritrocitdria obtida do sangue total foi lavada 3 vezes
com 5 mL de solucdo fisiolégica. Posteriormente homogeneizada lentamente por
inversdo e centrifugada em 10000 x g durante 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante desprezado. Apés a ultima centrifugacdo a solucdo fisiolégica era
descartada e os eritrdcitos cuidadosamente extraidos e armazenado em tubos
desmineralizados a -80°C. Todas as amostras bioldgicas foram devidamente
identificadas e permaneceram armazenadas na Unidade de Pesquisa Experimental
(Unipex) da FMB/UNESP até analises.

Visando a reduc¢do da contaminacdo por minerais, todos os vidros,
frascos e recipientes utilizados para analise do Se foram desmineralizados em
banho de 4cido nitrico a 20% por 12 horas e enxaguados 10 vezes em dgua
ultrapura. Todos os reagentes utilizados apresentaram grau de pureza analitica
(PA) e a agua utilizada no preparo das solucbes e diluicées das amostras foi

sempre ultrapura.

Determinacao do selénio no plasma e eritrécitos

Para a andlise da concentracdo sanguinea do Se, aliquotas de plasma
e de eritrécitos (300 pL) foram transferidas para tubos de micro Kjeldhal com
posterior adicdo de 5 mL de acido nitrico a 68% PA. Os tubos foram deixados
overnight, durante 12 horas, em seguida colocados em blocos digestores com
temperatura inicial de 50°C e gradativamente aumentados até alcancar 150°C.
Apos a digestdo completa do material organico, cerca de 4-6 horas para o plasma
e 7-14 horas para os eritrdcitos, as solucdes foram reduzidas de Se VI para Se IV
com o acréscimo de 5 mL de HCl 1,2 N e aquecimento durante 2 horas em até
100°C nos mesmos blocos digestores. Em baldes volumétricos, as amostras eram
diluidas para 25 mL com dgua ultrapura, criado a curva de calibragdo com
concentragoes de 0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0 mg/L de Se e submetidas a leitura
por espectrofotometria de absorcdo atdémica por geracdo de hidretos acoplados a

célula de quartzo (HGQTAAS).>
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Para controle da metodologia da andlise de Se, utilizou-se o material
de referéncia certificado Seronorm Serum para determinacdo plasmatica e
Seronorm Whole Blood para determinacéo eritrocitaria. Estes foram preparados
por digestdo d4cida idéntica ao adotado para as amostras biolégicas. Todas as
amostras foram realizadas em duplicata e o valor médio utilizado para analise
estatistica. As concentracdes de Se no sangue foram expressas em pg/L e
considerados adequados os valores entre 84 e 100 pg/L para o plasma®” e de 60 a

120 pg/L para os eritrdcitos.®

Analise da atividade eritrocitaria total da enzima GPx 1

A atividade total da GPxl foi determinada nos eritrdcitos com
auxilio de kit comercial (Ransel 550 - RANDOX Laboratories, Crumlin/UK) em
analisador bioquimico automdtico (Labmax 240, Labtest). O método se baseia na
oxidacdo da glutationa reduzida por um hidroperéxido, catalisada pela GPx. Na
presenca da enzima e do cofator NADPH, a glutationa oxidada é imediatamente
convertida a forma reduzida com a oxidacio concomitante do NADPH em
NADH*.>?

Foram adicionados 50 pL de eritrécitos em tubos previamente
identificados e em seguida foi acrescentado 1 mL de diluente. Apds 5 minutos foi
adicionado 1 mL de solucdo de Drabkin. A leitura da absorbancia foi feita em até
20 minutos, tendo o seu valor multiplicado pelo fator de diluicdo e corrigido pela
concentracdo de hemoglobina. A dosagem da hemoglobina foi realizada pelo
método de cianometahemoglobina com o Kit LABTEST" e lido em
espectrofotdmetro UV visivel Genesys® 20, em comprimento de onda de 540 nm.
A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi determinada para que o
resultado final fosse expresso em unidades de enzima por grama de hemoglobina
(U/gHb). Foram considerados adequados os valores de referéncia do fabricante

(27,5 - 73,6 U/g HDb).
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Determinacao do polimorfismo Pro198Leu no gene da enzima GPx1

A extracdo do DNA foi realizada através do kit Purelink Genomic
DNA, da Invitrogen, Life Technologies. O DNA extraido foi aliquotado e
armazenado a -20°C em microtubos de polipropileno autoclavados.
Posteriormente, o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop, sendo o
resultado expresso em ng/mL. Utilizou-se a razdo 260280 superior a 1,7 e
inferior a 2,0, como parametro de qualidade do DNA. Amostras com a razéo
abaixo desse valor foram reextraidas. Em seguida, o DNA gendémico de todas as
amostras foi ajustado em dgua autoclavada para uma concentracdo de 10 ng/mL
e volume final de 20 pL. Um total de 2 pL de DNA foi usado para a reacdo em
cadeia da polimerase e 18 pL de solucdo contendo o master mix especifico para o
ensaio de genotipagem (Tagman® genotyping master mix - Applied Biosystems®)
com sondas Tagman (Custom Tagman® SNP Genotyping Assay, Human; Alelo 1:
VIC/MGB-NFQ; Alelo 2: FAM/MGB-NFQ; part number4331349) e primers
(FORWARD=5"-TGCCCCTACGCAGGTACA-3’;REVERSE=5’-
TCCCAAATGACAATGACACAG-3") especificos para o SNP (rs 1050450) estudado.®
A genotipagem da populacdo do estudo foi realizada pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays, da Applyed Biosystems, utilizando as condi¢ées de
termociclagem recomendadas pelo fabricante (desnaturacéao inicial a 95°C por 3
minutos; seguida de 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 58°C por 60 segundos e
72°C por 60 segundos; com extensdo final a 72°C por 10 minutos). Este sistema é
baseado na andlise end-point da RT-PCR (Real time - PCR, ou Reagdo em cadeia da

Polimerase em Tempo Real).
Determinacao de grupos carbolina
As concentracées de grupos carbonila nas proteinas foram

analisadas baseadas na reacao com dinitrofenil-hidralazina (DNPH) e na formacio

das bases de Schiff de acordo com o método descrito por Reznick e Packer.* A
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concentracdo dos grupos carbonila foi quantificada por espectofotometro a 360

nm usando um coeficiente de 22000 Mt.cm™.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média + desvio padrdo ou mediana
e intervalo interquartilico. Para comparacdo entre dois grupos, quando as
variaveis continuas apresentaram distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste t
de Student e quando apresentaram distribuicdo ndo paramétrica o teste de Mann-
Whitney. Para comparacgbes entre trés grupos, quando as varidveis continuas
apresentaram distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste de andlise de
variancia (ANOVA) e quando apresentaram distribuicdo ndo paramétrica foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn. Para
avaliar a associacdo entre a GPx1, grupos carbonila e concentracdo de Se no
eritrécito entre os diferentes gendtipos foi utilizado o teste de correlacdo de
Spearman. Para as varidveis categoricas utilizamos o teste de x* ou teste exato de
Fisher. O modelo de risco proporcional de Cox foi utilizado para avaliar a
mortalidade na UTI e hospitalar. Nesses modelos a concentracao de Se nos
eritrécitos foi testada como varidvel independente e ajustada para sexo, idade e
APACHE II. Essas varidveis foram escolhidas devido a importancia clinica das
mesmas na mortalidade dos pacientes com choque séptico.

As andlises dos dados foram realizadas usando o software SigmaPlot
para Windows v12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). O nivel de
significancia adotado foi de 5%.
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Resultados



Durante a pesquisa, 14 pacientes foram excluidos, sendo 6 devido ao
6bito imediato e 8 por atraso no diagndstico. Logo avaliamos prospectivamente
110 pacientes com diagndstico de choque séptico, com idade média de 57,6 +
15,9 anos, sendo 63,6% do sexo masculino. A mediana do tempo de internacédo na
UTT e hospitalar foi de 7 (3-13) e 13 (4-22) dias respectivamente. As taxas de
mortalidade na UTI e hospitalar foram de 54,5% e 63,6% respectivamente. Em
relacdo a procedéncia, 42% dos pacientes foram provenientes do pronto socorro,
35% de enfermarias e 23% do centro cirurgico. Além disso, 57% dos pacientes
apresentaram infeccdo de foco pulmonar, 24% de foco abdominal, 10% de foco
urindrio e 9% de foco cutéaneo.

As tabelas 1 e 2 sumarizam os dados demogréficos e laboratoriais
em relacdo a mortalidade na UTI e hospitalar. Em ambas as mortalidades, nao
houve diferenca estatistica em relacdo a idade e sexo entre sobreviventes e nao
sobreviventes, no entanto, tiveram maiores valores de APACHE II e SOFA, maiores
concentragdes séricas de lactato e uréia os pacientes que evoluiram ao ébito.
Além disso, estes pacientes tiveram menor concentracdo sérica de albumina e
menor tempo de internagdo na UTI e hospitalar. Ndo houve diferenca em relacéo

aos demais exames bioquimicos.
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Tabela 1. Dados demograficos e laboratoriais de 110 pacientes com choque

séptico.
Variavel Mortalidade na UTI Valor de p
Sim (n = 60) N&o (n = 50)
Idade, (anos) 58,8+ 15,7 56,2+ 16,2 0,395
Homens, n(%) 36 (60%) 34 (68%) 0,503
APACHE lI 21,9+7.4 17,7 £6,7 0,003
SOFA 10,0 (7,3 -12,0) 9,0 (7,0—-10,0) 0,032
Lactato (mmol/L) 2,2(1,3-3,8) 1,6 (1,1-2,2) 0,007
Hemoglobina (g/dL) 10,9+ 2,3 11,2+24 0,534
Hematdcrito (%) 32,8+6,7 33,8+7,2 0,429
Leucécitos (10°/mm?) 16,1 (10,6 — 21,1) 12,7 (9,2 -17,5) 0,070
Na (mmol/L) 142 (137- 147) 140 (137 - 146) 0,286
K (mmol/L) 4,2 (3,8-4,7) 4,1 (3,6 -4,8) 0,631
P (mg/dL) 4,4 (3,4 -5,4) 3,7 (2,8-4,6) 0,073
Ca (mg/dL) 7,6 (7,0 - 8,3) 8,0 (7,5-8,3) 0,115
Mg (mg/dL) 2,1 (1,8-2,3) 1,9 (1,7- 2,2) 0,118
Glicemia (mg/dL) 180 (121 - 247) 177 (129- 248) 0,977
PCR (mg/dL) 23,0 (8,0 - 31,5) 23,0 (6,5 - 36,0) 0,511
Albumina (g/dL) 2,0 (1,7-2,5) 2,6 (2,1 -3,0) 0,002
Uréia (mg/dL) 96,5 (52,3 — 138,5) 54,5 (42,0 — 92,5) 0,004
Creatinina (mg/dL) 1,3 (0,7 - 2,5) 1,1 (0,6 - 2,5) 0,418
Tempo UTI (dias) 5(2-9) 9,5 (5-16) <0,001
Tempo internacao (dias) 5(2-9) 22 (15 - 34) <0,001

APACHE Il — Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA — Sequential Organ
Failure Assessment; Na — sédio; K — potéssio; P — fésforo; Ca — calcio; Mg — magnésio; PCR —
proteina C reativa; UTI — Unidade de Terapia Intensiva. Dados foram expressos como média +
desvio padrdo, mediana (incluindo o menor e maior quartil) ou porcentagem. Foram utilizados
os testes t de Student, Mann-Whitney, x* ou exato de Fisher.
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Tabela 2. Dados demograficos e laboratoriais de 110 pacientes com choque

séptico.
Variavel Mortalidade hospitalar Valor de p
Sim (n = 70) Nao (n = 40)
Idade, (anos) 59,3+ 15,5 54,5+ 16,5 0,126
Homens, n(%) 41 (58,6%) 29 (72,5%) 0,210
APACHE lI 21,4172 17,4+ 7,1 0,006
SOFA 10,0 (8,0 -12,0) 9,0 (7,0—10,0) 0,026
Lactato (mmol/L) 2,2(1,3-3,9) 1,4 (1,0 - 2,0) 0,001
Hemoglobina (g/dL) 10,8+ 2,3 11,3+ 24 0,328
Hematécrito (%) 32,5+6,6 34,4+74 0,171
Leucdcitos (10%/mm?®) 15 (10 - 21) 13(9-17) 0,223
Na (mmol/L) 141 (138 - 147) 140 (137 - 145) 0,226
K (mmol/L) 2(3,6-4,7) 2 (3,8-5,0) 0,343
P (mg/dL) (3 4-5,4) 8(2,8-4,6) 0,163
Ca (mg/dL) 7(7,1-8,2) 0(7,5-8,4) 0,094
Mg (mg/dL) (1 8-2,3) 9(1,7-2,2) 0,119
Glicemia (mg/dL) 180 (112 - 244) 178 (139- 250) 0,648
PCR (mg/dL) 23,0 (8,0—-31,0) 24,0 (6,6 - 37,5) 0,735
Albumina (g/dL) 2,1(1,7-2,6) 6(2,2-3,1) 0,001
Uréia (mg/dL) 92,5 (49,8 — 133,5) 53,5 (42,3 — 92,0) 0,007
Creatinina (mg/dL) 1,3 (0,7 - 2,5) 1,0 (0,7 - 2,8) 0,619
Tempo UTI (dias) 6 (3-10) 10 (4 -16) 0,004
Tempo internagao (dias) 6 (3-14) 21 (15 - 34) <0,001

APACHE Il — Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA — Sequential Organ
Failure Assessment; Na — sodio; K — potassio; P — fosforo; Ca — célcio; Mg — magnésio; PCR —
proteina C reativa; UTI — Unidade de Terapia Intensiva.Dados foram expressos como média +
desvio padrao, mediana (incluindo o menor e maior quartil) ou porcentagem. Foram utilizados
os testes t de Student, Mann-Whitney, x2 ou exato de Fisher.

Em relacdo ao Se no plasma, os pacientes tiveram concentracgao
média de 23,40 + 9,03 pg/L e nenhum dos individuos avaliados apresentou
concentracdo dentro dos valores de normalidade. Apesar disso, nao houve
associacdo da concentracdo de Se no plasma com a mortalidade tanto na UTI

quanto hospitalar (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Concentracdes de Se no plasma e eritrdcitos, atividade da GPx1 e

concentracdo dos grupos carbonila em pacientes com choque séptico.

Mortalidade na UTI

Variavel Valor de p
Sim (n = 60) Nao (n = 50)
Se plasma (ug/IL) 23,6 £+ 9,4 23,1 £8,7 0,787
Se eritrdcito (ug/L) 29,9+ 12,1 36,4+ 10,8 0,005
GPx1 (U/g Hb) 30,1 (20,8 - 37,1) 31,2 (26,1 - 39,0) 0,301
G. carbonila(nmol/mL) 14,6(5,2 - 26,1) 5,4 (3,4-21,0) 0,021

Se — selénio; G. — grupos; GPx1 — glutationa peroxidase 1. Foram utilizados os testes t de Student,
Mann-Whitney.

Tabela 4. Concentracdes de Se no plasma e eritrdcitos, atividade da GPx1 e

concentracao dos grupos carbonila em pacientes com choque séptico.

Mortalidade hospitalar

Variavel Valor de p
Sim (n = 70) N&o (n = 40)
Se plasma (ug/IL) 23,3+ 9,1 23,5+ 9,1 0,932
Se eritrocito (ug/L) 30,7+ 11,7 36,6+11,4 0,014
GPx1 (U/g Hb) 30,4 (22,4 -36,5) 30,6 (24,9 — 39,1) 0,636
G. Carbonila (nmol/mL) 13,8(5,1-25,7) 5,3(3,2 -22,5) 0,053

Se — selénio; P. — grupos; GPx1 — glutationa peroxidase 1. Foram utilizados os testes t de Student,
Mann-Whitney.

A concentracdo média de Se nos eritrécitos foi de 32,8 + 11,9 ug/L,
sendo que apenas um paciente atingiu o valor de normalidade. Além disso, os
pacientes que evoluiram ao 6bito na UTI tiveram menores valores de Se
eritrocitdrio quando comparados aos sobreviventes (p = 0,005) (Tabela 3) e
também na mortalidade hospitalar (p = 0,014) (Tabela 4).

Em relacdo a GPx1, sua atividade foi de 30,6 (24,0 - 38,4) U/gHb,
sendo que 33,3% dos pacientes analisados tiveram atividade da enzima abaixo do
valor de referéncia. A atividade eritrocitaria da GPx1l nio teve relacio com a
mortalidade. (Tabelas 3 e 4) No entanto, o estresse oxidativo, avaliado pela
concentracdao de grupos carbonila nas proteinas, foi maior nos pacientes que
evoluiram ao o6bito, mas em relacdo a mortalidade hospitalar a diferenca nao

atingiu significancia estatistica. (Tabelas 3 e 4)
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O polimorfismo Prol98Leu da GPx1 foi avaliado em 104 pacientes
devido problemas técnicos com as amostras. Dentre os pacientes do estudo, 57
apresentaram gendtipo selvagem, ou seja, eram homozigotos para prolina; 40
apresentaram o gendtipo heterozigoto prolina/leucina; e 7 eram homozigotos
para leucina. (Tabela 5) A prevaléncia dos gendtipos nesta populacdo estd de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, o qual se refere ao principio do
equilibrio génico, ou seja, se nenhum fator evolutivo ocorrer em uma populacéo,
as frequéncias alélicas permanecerdo constantes ao passar das geracdes. As
frequéncias observadas foram citadas acima e as esperadas foram 55%; 38% e 7%;
com uma frequéncia de variacao alélica de 0,26 (X* = 0; p = 0,74).

Na tabela 6, podemos observar a concentracdo de Se eritrocitdrio,
atividade da GPx1, concentracdo dos grupos carbonila e mortalidade na UTI e
hospitalar de acordo com cada genétipo. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos quando analisado a concentracdo de Se e a
mortalidade. A concentracdo dos grupos carbonila foi menor nos grupos Pro/Leu
e Leu/Leu quando comparado ao grupo Pro/Pro, porém, sem diferenca estatistica.
Além disso, a atividade eritrocitdria da GPx1 foi diferente entre os gendtipos,
sendo maior no grupo Leu/Leu (p = 0,045).

Ndo foi encontrada associacio entre a concentracio de Se
eritrocitdrio com a atividade da GPx1 e a concentracdo dos grupos carbonila,

quando analisados separadamente para cada genétipo (Tabela 7).

Tabela 5. Distribuicdo do polimorfismo Prol98Leu no gene que codifica para a

GPx1 em pacientes com choque séptico.

Genotipos — codon 198 da n (%)
GPx1
Pro/Pro 57 (55%)
Pro/Leu 40 (38%)
Leu/leu 7 (7%)
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Tabela 6. Valores de Selénio nos eritrdcitos, atividade eritrocitaria da GPx1,

concentracdo dos grupos carbonila e mortalidade de acordo com os

genotipos.
Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu Valor de
(n=57) (n = 40) (n=7) P
Se &rg/rf)c'to 32,3+ 12,2 33,1+ 10,9 36,6 +9,7 0,655
GPx1
(Ulq Ho) 285(19.8-36,7)  31,1(27.7-410) 359 (247-515) 0.
G. Carbonila
molmL) 13,5 (4,6-242)  7,5(4,4-25)7) 53(3,1-17,9) 0,403
()bltr(.:(‘.l?/aj uTl 27 (470/0) 26 (650/0) 4(570/0) 0.227
Obito hospitalar 31 (54%) 30 (75%) 5 (71%) 0,105

n(%)

Se — selénio; G. — grupos; GPx1 — glutationa peroxidase 1. Foram utilizados os testes ANOVA,
Kruskal-Wallis, %* ou exato de Fisher.

Tabela 7. Associacdo da concentracdo de Selénio eritrocitario com atividade da
GPx1 e concentracdo dos grupos carbonila de acordo com os genétipos.

Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu
Se eritrocito (ug/L)
r P r P r P
GPx1 (U/g Hb) 0,231 0,110 0,145 0,389 0,214 0,602

G.Carbonila(hnmol/mL) -0,219 0,121  -0,080 0,650 -0,179 0,660

Se — selénio; G. — grupos; GPx1 — glutationa peroxidase 1. Foi utilizado o teste de correlagao de
Spearman.

A analise proporcional de Cox para mortalidade na UTI esta
apresentada na Tabela 8. A menor concentracdo de Se no eritrécito esteve
relacionada com aumento da mortalidade na UTI mesmo quando ajustada pelo
género, idade e APACHE II (HR: 0,965; IC 95%: 0,943-0,988; p = 0,002) De
maneira semelhante a menor concentracdo de Se no eritrdcito foi preditora de
mortalidade hospitalar, mesmo apds ajuste para o género, idade e APACHE II.

(HR: 0,968; IC 95%: 0,948-0,989; p = 0,003) (Tabela 9).
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Tabela 8. Modelos proporcionais de Cox para mortalidade na UTT.

Variavel HR IC 95% Valor de p
Se eritrécito (ug/L) 0,976 0,955 - 0,997 0,028
Se eritrécito (ug/L)* 0,965 0,943 - 0,988 0,002
Se eritrécito (ug/L)** 0,965 0,944-0,988 0,002

*Ajustado para género, idade e APACHE II.
**Ajustado para género e APACHE II.

Tabela 9. Modelos proporcionais de Cox para mortalidade hospitalar.

Variavel HR IC 5 - 95% Valor de p
Se eritrécito (ug/L) 0,979 0,959-0,999 0,041
Se eritrécito (ug/L)* 0,968 0,948-0,989 0,003
Se eritrécito (ug/L)** 0,968 0,948-0,989 0,003

*Ajustado para género, idade e APACHE II.
**Ajustado para género e APACHE II.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar se a concentracdo de Se tanto
no plasma quanto no eritrdcito e o polimorfismo Prol98Leu da GPx1 interferem
na mortalidade de pacientes com choque séptico. Nossos resultados sugerem que
a baixa concentracdo de Se eritrocitdrio contribui para o aumento da mortalidade
na UTI e hospitalar, porém sem influéncia do polimorfismo ou da atividade da
GPx1.

O choque séptico é considerado um dos principais problemas de
saude publica, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo.®*** No entanto,
apesar do avanco no conhecimento da sua fisiopatologia, as taxas de mortalidade
continuam elevadas, estando as nossas taxas de acordo com os dados da
literatura.»**>% Como esperado, os pacientes que morreram durante a internacao
foram mais graves e tiveram maior disfuncdo organica, comprovado pelos
elevados valores séricos dos grupos cabonila e também pelos maiores valores dos
indices de gravidade APACHE II e SOFA. Além disso, estes pacientes tiveram
menor tempo de internacdo na UTI e hospitalar. Acreditamos que esse fato
ocorreu, pois em nosso estudo os pacientes mais graves morreram mais
precocemente.

Diversos trabalhos vém demonstrando aumento da atividade
oxidante ou diminuicdo das defesas antioxidantes em pacientes criticos.*** A
atividade oxidante pode ser avaliada por diversas formas, dentre elas, o dano
oxidativo proteico, obtido através da concentracdo sérica dos grupos carbonila,

0 O estresse oxidativo aumentado nos nossos

mostra-se um bom marcador.
pacientes pode ser observado pela maior concentracdo dos grupos carbonila,
sendo cerca de 2,5 vezes maior nos individuos que evoluiram ao 6bito. Esses
dados reforcam a importancia do estresse oxidativo nos pacientes com choque
séptico.

Na ultima década, com o intuito de atenuar o estresse oxidativo,
estudos com a suplementacdo de elementos traco e vitaminas em pacientes
criticos tem sido realizados. Entre esses micronutrientes o selénio merece
destaque. Em estudo multicéntrico, randomizado e duplo cego, pacientes com

choque séptico foram suplementados com Se na forma selenito de sédio (4000 ug

no primeiro dia e 1000 pg/dia nos 9 dias seguintes) em infusdo continua. A
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suplementacdo foi bem tolerada, sem efeitos adversos, porém ndo houve
resultados estatisticamente significantes em relacdao ao 6bito na UTI. Os autores
levantaram a hipotese de que esse resultado, talvez seja causado pela
administracio em infusio continua ao invés da infusio em bolus, como
administrado em outros estudos. ’* Outros trabalhos, também nio encontraram

evidéncias do efeito da suplementacdo de Se sobre a reducdo da mortalidade.’*

34,72

Por outro lado, alguns trabalhos encontraram esta associagdo. >*°3!

Heyland et al.'> observaram que a suplementacdo de Se (sozinha ou em
combinacdo com outros antioxidantes) esteve associada com reducdo da
mortalidade. Além disso, os estudos que utilizaram doses mais elevadas de Se
(500 - 1000 pg/dia) foram eficazes em reduzir a mortalidade, enquanto aqueles
que utilizaram doses menores (< 500 pg/dia) nao tiveram nenhum efeito.”
Entretanto, os autores concluiram que doses maiores ndo foram necessariamente
melhores, devido as propriedades pro-oxidantes do selenito de sddio. Estas
propriedades podem ter beneficio inicial na evolucdo do choque séptico se
atuarem na reducéo da inflamacao ou inibicdo da ativacdo do NF-kB.”* Porém, em
determinada concentracéo, o efeito proé-oxidante do selenito pode ser téxico para
os seres humanos devido a sua capacidade pré-oxidante em catalisar a oxidacédo
de tidis e simultaneamente gerar superdxido, causando assim deplecdo
intracelular de glutationa, estresse oxidativo excessivo e morte celular, sendo a
toxicidade do Se claramente dose dependente.”

Apesar dos resultados promissores, mais estudos sdo necessdrios
para se determinar a dose de suplementacdo, a via e o tempo de
administracdo.*'>™ N6s acreditamos que o estado nutricional do Se prévio a
admissdao na UTI e o polimorfismo Prol98Leu da GPx1 podem influenciar a
suplementacdo de selénio nesses pacientes.

O Se ¢é componente essencial de diversas selenoproteinas
participando dessa maneira das defesas antioxidantes do organismo. Mais de vinte
e cinco selenoproteinas ja foram identificadas, sendo que a GPx, a fosfohidroxil-
glutationa peroxidase e a tiorredoxina redutase merecem destaque.®*** E

importante lembrar que para exercerem suas atividades antioxidantes, essas
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enzimas necessitam de um atomo de selénio na forma de selenocisteina em seus
sitios ativos.”>” Em individuos saudaveis a selenoproteina P é a mais abundante
no plasma, representando 52% do total de selénio. A glutationa peroxidase
representa 39%, a albumina 9% e o selénio livre no plasma menos de 1% do total
deste micronutriente.”

A avaliacdo do estado nutricional relativo ao Se, pode ser realizado
em varios tecidos humanos, sendo feita neste trabalho através de trés
biomarcadores: as concentragdes do mineral no plasma, eritrécitos e atividade da
GPx1 eritrocitdria. Vdrios pesquisadores tém avaliado a concentracdo de Se no
plasma e observado reducdo da sua concentracdo em pacientes criticos,"’
especialmente naqueles com choque séptico, sugerindo que a suplementacéo de Se
poderia ser benéfica nesta populacdo.?”"¢7®

Sakr et al.”®, encontraram baixas concentracoes de Se plasmatico em
92% dos pacientes sépticos avaliados em UTI cirurgica. Além disso, a
concentracdo de Se no plasma diminuiu durante a internacédo, havendo associacédo
das baixas concentracées com maior dano tecidual, infeccio e aumento da
mortalidade.

Deve-se ressaltar, entretanto, que ndo hd valores de referéncia para
o Se plasmatico, podendo a determinacdo de deficiéncia variar de acordo com os
valores propostos por cada autor.

Segundo Thomson’®, é dificil estabelecer uma faixa de referéncia
para as concentracgdes de Se sanguineo devido a variacdo do status do mineral em
cada regido geografica, pois apresentam diferentes concentragées de Se no solo e
consequentemente diferentes concentracbes do mineral nos alimentos
consumidos pelas diversas populacdes.

Além disso, outros fatores interferem com a interpretacdo da
concentracdo do Se em pacientes criticos. Primeiro, a concentracdo de Se no
plasma pode estar diminuida devido a resposta inflamatéria sistémica. Segundo, a
concentracao plasmatica fornece uma soma de diferentes compostos contendo Se
e embora exista uma ideia das proporc¢des desses compostos em individuos
sauddveis, ndo existem informacgdes a respeito do paciente critico. Terceiro, as

concentracgdes de albumina estdo reduzidas no paciente grave devido ao aumento
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da permeabilidade capilar levando a perda de proteinas para o intersticio,
incluindo a GPx. *

Stefanowicz et al. mostraram recentemente em populacdo sem
processo inflamatério, correlacdo positiva entre a concentracao de Se no plasma e
eritrocito. Essa mesma associacdo nao foi encontrada em pacientes criticos com
elevado processo inflamatério.** Além disso, nos pacientes criticos a concentracao
de Se no plasma estava reduzida e no eritrécito permaneceu dentro dos valores
normais. Esses resultados sugerem que a medida da concentracdo de Se no
eritrécito é melhor para avaliar o estado nutricional do selénio que a do plasma.
Além disso, em comparacdo ao Se plasmatico, a concentracdo do mineral nos
eritrécitos responde mais lentamente a mudanca no estado nutricional, devido a
meia vida dos eritrocitos de 120 dias, sendo assim, a concentracdo do Se no
eritrocito é considerada um biomarcador de médio prazo.*® Nossos pacientes
apresentaram concentracdo média de Se no plasma de 23,4 £ 9,0 ug/L e nos
eritrocitos de 32,8 £ 11,9 pg/L. Estes valores estdo abaixo dos valores de
referéncia, indicando deficiéncia do mineral nos individuos com choque séptico.
Além disso, em nosso estudo apenas a concentracdo de Se no eritrdcito foi
associada com a mortalidade na UTI e hospitalar, sendo o unico trabalho até o
momento a encontrar esse resultado.

Para investigar porque a concentracdo de Se eritrocitaria foi
associada a mortalidade em nossos pacientes, nds avaliamos também a atividade
da GPx1 e seu polimorfismo Prol98Leu.

A GPx1 é uma das primeiras enzimas a ter sua atividade reduzida na
deficiéncia de Se, como consequéncia, ela é também uma das primeiras
selenoproteinas a responder ao aumento na ingestdo de Se.”” Ainda ndo existe
uma faixa de normalidade para a atividade da GPx eritrocitdria, sendo até o
momento utilizado os valores de referéncia indicado pelo fabricante dos kits.

De acordo com nossos resultados, 33% dos pacientes apresentaram
valores abaixo da normalidade. J4& em mulheres obesas?’, 37% apresentaram
reduzida atividade da GPx1l e em pacientes em hemodidlise”®, a atividade da
enzima foi reduzida em apenas 11% dos avaliados. Estudos experimentais,

também mostraram baixa atividade da GPx1 nos casos de deficiéncia de Se, sendo
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sua atividade facilmente reestabelecida através da suplementacdo do
micronutriente.*>*

Em nosso estudo, ndo houve correlacao estatisticamente significante
entre as concentracdes de Se nos eritrdcitos e os valores da atividade eritrocitaria
da GPx1 de acordo com os polimorfismos, resultado observado também em
outros estudos.”’**> Entretanto, alguns trabalhos clinicos e experimentais
mostraram resultados inversos.**>! Ja em pacientes com sindrome da resposta
inflamatodria sistémica, a atividade da GPx1l esteve relacionada tanto com a
concentracdo de Se no plasma quanto nos eritrécitos, porém nao foi avaliado o
polimorfismo em questao.*

Estudos avaliando o estado nutricional relativo ao Se e a relacdo com
o polimorfismo Prol98Leu no gene da GPxl sdo escassos na literatura, nao
existindo até o momento nenhum dado para pacientes com choque séptico.

Alguns trabalhos ®“*? avaliaram as frequéncias dos gendtipos para
diferentes populacées em todo o mundo. Eles observaram que na populacédo
japonesa e polonesa a frequéncia do alelo variante Leu/Leu é praticamente zero;
para suecos, americanos, ingleses e alemaes a frequéncia é menor que 10%; para
afro-americanos, canadenses e dinamarqueses a frequéncia ja é um pouco maior
que 10%, sendo a maior frequéncia do gendtipo variante observada em turcos e
finlandeses, cerca de 14%.

Em estudo brasileiro, a frequéncia do gendtipo variante foi baixa
tanto para descendentes de africanos quanto para indigenas, entretanto, na
populacdo residente no Distrito Federal, a frequéncia foi similar a observada na
populagdo americana e canadense.?

No nosso trabalho, a frequéncia para o gendtipo variante Leu/Leu
foi de 7%, valor préximo ao encontrado para populaces de suecos, americanos,
ingleses e alemaes. Além disso, o polimorfismo Prol98Leu nao teve influencia na
concentracdo de Se eritrocitdrio, porém influenciou a atividade da GPx1l. Os
individuos portadores do alelo Leu apresentaram atividade eritrocitdria da GPx1
maior do que os homozigotos para o alelo Pro, sendo estatisticamente
significante. Porém, nossos dados divergem dos resultados de alguns

trabalhos,”>* onde a presenca do alelo variante Leu foi responsavel pela
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diminuicdo da atividade da enzima. Este dado talvez possa ser justificado pelo
fato de que em homens hd uma tendéncia no aumento da atividade da GPx1 na
presenca do alelo variante Leu.*?

Apesar do polimorfismo Prol98Leu e da atividade da GPx1 no nosso
trabalho nao terem explicado a influéncia da concentracao do Se eritrocitario sob
a mortalidade, ndo podemos descartar a possibilidade de que outros
polimorfismos e de que outras enzimas possam exercer tal influéncia. Dados na
literatura mostram uma diversidade de polimorfismos e enzimas antioxidantes
relacionadas diretamente com a concentraciao de Se.? Além disso, a associacdo da
tiorredoxina redutase e da selenoproteina P com a concentracdo de Se no
eritrécito ainda ndo foi avaliada em pacientes com choque séptico. Forceville et al.
mostraram em pacientes com choque séptico e sindrome da resposta inflamatoéria
sistémica reducdo precoce da concentracdo plasmatica de selenoproteina P,
enquanto a atividade da GPx ndo se alterou. Esses resultados sugerem que a
selenoproteina P pode ser um marcador precoce de injuria nos pacientes com
choque séptico.®*

Outros estudos sdo necessdrios para avaliar a suplementacdo de
selénio baseada nas concentracoes séricas do Se no eritrdcito. Além disso, a
relacdo entre Se eritrocitdrio, tiorredoxina redutase e selenoproteina P necessita

ser avaliada em pacientes criticos.
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Conclusao



A baixa concentracdo de selénio eritrocitario esta relacionada com o
aumento da mortalidade na UTI e hospitalar em pacientes com choque séptico.

A atividade eritrocitdria da GPx1 e o polimorfismo Prol98Leu do
gene da GPxl ndo explicam a associacdo do selénio eritrocitdrio com a

mortalidade em pacientes com choque séptico.
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