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RESUMO

O cobre, 0 zinco e o selénio séo oligoelementos essenciais para muitas fungdes
fisioldgicas, atuando como co-factor em diferentes processos enzimaticos. As concentragdes
plasmaticas destes elementos podem ser influenciadas por diversos fatores como o0s
nutricionais, relacionados ao meio ambiente entre outros repercutindo na satde do individuo.
Conhecer as concentracGes destes micronutrientes nos estados de doenga é altamente
desejavel. O objetivo desse estudo € avaliar as concentracfes plasmaticas de cobre, zinco e
selénio em criancas com Transtorno do Espectro Autista (TEA). Vinte e trés individuos de
ambos 0s sexos, abaixo de 18 anos de idade, portadores de TEA, moradores na cidade de
Campo Grande/MS participaram do estudo. Os critérios diagndstico estdo de acordo com o
Manual Diagnostico e Estatitisco de Transtorno Mentais V (DSM V) da Associagédo
Psiquiatrica Americana. O projeto foi aprovado pelo comité de ética da UFMS e o termo de
consentimento livre esclarecido foi obtido do responsavel de cada participante. O estado
nutricional foi avaliado e as leituras das concentracfes plasmaticas de cobre, zinco e selénio
foram realizados pelo aparelho ICP-OES (Espectrometro de Emissdo Optica com Plasma de
Argobnio Indutivamente Acoplado) da marca Thermo®. Os resultados mostram que a
prevaléncia tanto de baixo peso (13%) como de sobrepeso (8,7%) e de obesidade (30,4%) é
equivalente daquela relatada para criancas brasileiras. A concentracdo média de cobre e de
zinco esta dentro dos limites dos valores de referéncia, mas a concentracdo média de selénio
estd abaixo dos valores de referéncia, acompanhando resultados obtidos anteriormente em
estudo com adultos moradores no municipio de Campo Grande/MS. Estes resultados sugerem
a necessidade de avaliacdo do perfil do metabolismo mineral de criancas portadoras de TEA

visando os beneficios da suplementacéo.

Palavras chaves: Transtorno do Espectro Autista, Cobre, Zinco, Selénio.



ABSTRACT

Copper, zinc and selenium are essential trace elements for many physiological functions,
acting as a cofactor in various enzymatic processes. The plasma concentration of these
elements may be influenced by dietary intake habits, environmental factors and other that can
play a role in the pathophysiology of Autism Spectrum Disorder (ASD). Knowing the
concentrations levels of these micronutrients in disease states individuals is highly desirable.
The aim of this study is to evaluate plasma copper, zinc and selenium concentrations in
children with autism spectrum disorder (ASD). Twenty-three individuals of both gender,
under 18 years of age, with autism spectrum disorder, residents in the city of Campo Grande /
MS, were enrolled in the study. The diagnostic criteria are in accordance with the Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM - V) published by the American Psychiatric
Association. The study was approved by the Ethics Committee of UFMS and the free and
informed consent was obtained from each participant’s parent. Nutritional status was assessed
and the readings of the plasma concentrations of copper, zinc and selenium were performed
by ICP-OES instrument (Optical Emission Spectrometer with Inductively Coupled Argon
Plasma) Thermo ® brand. The results showed that both the prevalence of underweight
(13.0%) and overweight (8.7%) and obesity (30.4 %) is equivalent from that reported for
Brazilian children. The average copper and zinc concentration are in the range of the
reference values, but the average selenium concentration is below. However, plasma
concentrations of copper and zinc remain within normal limits. Already, the plasma selenium
concentration is below the benchmarks, monitoring results, in another study, adult residents in
the city of Campo Grande / MS. These results suggest the need for evaluation of mineral

metabolism in children with ASD seeking the benefits of supplementation listing.

Key words: Autism Spectrum Disorder, Copper, Zinc, Selenium.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem caracterizada por alteracfes
da comunicagdo, interacdo social, imaginagdo, com interesses restritos, comportamento
repetitivo e maneirismos (KLIN, 2006). Apesar de décadas de pesquisas e investigacdes a
etiologia do TEA continua indefinida uma vez que esta patologia se apresenta de forma

complexa, heterogénea e com varios graus de severidade.

O entendimento das causas desta desordem neuroldgica requer a integracdo de
conceitos genéticos, do conhecimento da neurociéncia e da observacdo clinica. Por causa do
aparente aumento da prevaléncia do TEA, que permanece inexplicado suspeita-se que a
exposicdo a agentes toxicos possa estar implicada na patogénese. Dentre os fatores
ambientais, 0s metais tdxicos, como o mercurio, tem recebido uma atencédo especial (ADAMS
et al., 2009).

Apesar da etiologia indefinida do TEA sabe-se que o sistema de neurotransmissores
tanto o excitatorio quanto o inibitorio estdo envolvidos na fisiopatologia. O &cido gama amino
butirico (GABA-neurotransmissor inibitdrio) e o glutamato (neurotransmissor excitatério)
regulam uma série de processos do comportamento, incluindo o sono, aprendizagem,
memoria e cognicdo. As drogas utilizadas no tratamento de individuos portadores de TEA
atuam no metabolismo destes neurotransmissores (RIBEIRO, FREITAS e OLIVA-TELES,
2013).

Minerais sdo elementos importantes na manutencdo da saude humana e o desequilibrio
entre eles podem resultar em uma variedade de condicGes fisicas e psiquiatricas (PRYA e
GEETHA, 2011). O zinco, importante elemento traco esta presente na fenda sinéptica, onde
desempenha papel modulatério dos receptores GABA e do glutamato, regulando tanto a
transmissdo sindptica inibitoria quanto excitatoria. Tem sido demonstrado que criangas com
TEA apresentam menor concentra¢fes plasmaticas de zinco quando comparadas com grupos
controles (RUSSO, 2008; PRYA e GEETHA 2011).

O cobre é um cofator necesséario para atividade de vérias enzimas, como a dopamina
B-hidroxilase, que atua convertendo a dopamina em noradrenalina, relacionada a excitacdo
fisica e mental (RUSSO, 2012).
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As concentracGes de cobre e zinco podem estar alteradas nos portadores de TEA,
sendo geralmente maior, para o cobre, quando comparadas com grupos controles (RUSSO,
2008). Também a noradrenalina pode ser detectada em concentragdes maiores nos portadores

de autismo estando associadas aos sintomas neurolégicos.

O selénio € um microelemento que esta envolvido em varios processos bioldgicos
importantes para o organismo humano. E considerado um micronutriente com acéo
antioxidante, por participar como centro ativo de enzimas, como a glutationa peroxidase
protegendo o organismo do dano oxidativo (ALMONDES et al., 2010). O extresse oxidativo
estd implicado na patogénese de doencas neuropsiquiatricas incluindo esquizofrenia,
depresséo, disturbio de ansiedade entre outros (RUSSO, 2009). E provavel que o TEA possa
resultar da interacdo dos véarios fatores associados ao estresse oxidativo. Em relacdo as
concentragOes plasmaticas do selénio no TEA os resultados sdo heterogéneos, tendo sido
relatados valores normais, diminuidos e também elevados (JORY, 2008; PRYA e GEETHA,
2011; DE PALMA et al., 2012).

E os bioelementos parecem desempenhar um papel importante no metabolismo do
sistema nervoso central podendo contribuir com a etiologia de vérias doengas neuroldgicas.
Neste contexto, o presente estudo realizou a analise das concentracdes plasmaticas de cobre,
zinco e selénio em individuos portadores de TEA moradores no municipio de Campo
Grande/MS, visando contribuir com dados para a literatura e constituir base para a

suplementacédo destes elementos como tratamento desta doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transtorno do Espectro Autista

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma sindrome comportamental, com
alteracdo significativa do desenvolvimento da crianca na area da comunicagdo e interacdo
social, adotando atividades ritualisticas e com interesses restritos (KLIN, 2006). A palavra

“autismo” deriva do grego “autos”, que significa voltar-se para si mesmo (SILVA, 2011).

O médico psiquiatra alemdo Wilhelm Griesinger, em 1845, ja fazia mencao as
diferengas que existiam entre a insanidade do adulto e a da crianga. No entanto, o médico
psiquiatra inglés Henry Maudsley € tido como o prenunciador na literatura desta sindrome.
Inicialmente foi denominada psicose da crianga e descrita em um capitulo intitulado “Insanity
of early life” em seu livro “Physiology and Pathology of Mind”, em 1867 (BRASIL, 2013).

A expressao “autismo” foi utilizada pela primeira vez pelo médico psiquiatra Plouller,
em 1906, para descrever o sinal clinico de isolamento que acompanha o transtorno (BRASIL,
2013).

Em 1911, o médico psiquiatra Eugen Bleuler utilizou também a mesma expressdo para
designar a perda do contato com a realidade, o que acarretava uma grande dificuldade ou
impossibilidade de comunicagdo. Leo Kanner, médico nascido no antigo Império Austro-
Hungaro, que mudou-se para 0s Estados Unidos em 1924, tornando-se chefe do servico de
psiquiatria infantil do Johns Hopkins Hospital de Baltimore, publicou em 1943 o artigo
intitulado “Os disthrbios autisticos do contato afetivo”, onde descreveu 11 criangas que
tinham em comum um comportamento bastante original. Nessa publicacdo, Kanner sugeriu
que se tratava de uma inabilidade inata dessas criangas para estabelecer contato afetivo e
interpessoal. Esta sindrome havia sido descrita como uma entidade rara, apesar do nimero de
casos diagnosticados. Nestes individuos, as caracteristicas eram bastante especificas, tais

como: perturbacdes das relacdes afetivas com o meio, solidao autistica extrema, inabilidade
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no uso da linguagem para comunicacao, presenca de potencialidades cognitivas, aspecto fisico
aparentemente normal, comportamentos ritualisticos, inicio precoce na infancia e incidéncia
predominante no género masculino (KANNER, 1943; BRASIL, 2013).

Segundo a publicacdo de Kanner, o “isolamento autistico extremo” as levava a
esquecer, desprezar ou rejeitar o contato com o ambiente. Desse modo, algumas maées
costumavam relembrar que os seus filhos ndo mostravam uma atitude corporal antecipatoria,
ndo inclinando o rosto nem movendo os ombros antes de ser levado ao colo; uma vez no colo,
ndo ajustava seu corpo ao daquele que o carregava. Além disso, a crianca podia nédo
apresentar mudangas em sua expressao facial ou posi¢do corporal quando os pais chegavam
em casa, se aproximavam e falavam com ela. A maior parte desses sinais muito precoces era
assinalado retrospectivamente, de modo que as dificuldades de obtencéo da fala costumavam
ser 0s primeiros sinais inequivocos de que algo estava imperfeito. Trés das criangas descritas
por Kanner ndo adquiriram a fala ou muito ocasionalmente a usavam; as demais falaram na
idade presumida ou pouco depois. Nelas, porém, a linguagem verbal ndo tinha funcdo de
comunicacéo, consistindo de um agrupamento de palavras sem organizagdo e aparentemente
sem sentido, ou de repeticdes de informagdes decoradas, como listas de animais, presidentes
ou trechos de poemas. Essa “excelente capacidade de memorizagdo decorada” salientava que
a linguagem havia sido “consideravelmente desviada para se tornar um exercicio de memoria
autossuficiente, sem valor conversacional e semantico, ou grosseiramente distorcido”. As
criangas também tinham bloqueios em generalizar conceitos, tendendo a usa-los de modo
restrito e agregado ao contexto no qual foram ouvidos pela primeira vez. Até os cinco ou seis
anos de idade, expressavam ecolalia e ndo usavam o pronome ‘eu’ para se referirem a si
mesmas. Para demonstrarem um desejo ou aquiescéncia repetiam, com a mesma entonagao, a
frase ou pergunta que haviam escutado de outrem (TAMANAHA, PERISSINOTO e
CHIARI, 2008; BRASIL, 2012).

Em 1944, o psiquiatra Hans Asperger descreveu casos em criangas com inteligéncia
normal, que apresentavam algumas caracteristicas semelhantes ao autismo em relagdo as
dificuldades de comunicacdo social, como uso pedante da fala, desajeitamento motor e
ocorréncia apenas nos individuos do género masculino. Estes casos sdo denominados de
Sindrome de Asperger (GARDIA, TUCHMAN e ROTTA, 2004).

Em 1966, Andreas Rett reconheceu uma condigdo caracterizada por deterioracdo

neuromotora em criangas do sexo feminino, quadro clinico bastante peculiar, essa condi¢do
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somente passou a ser melhor conhecida apds a publicacdo, na qual foram descritas 35
meninas, e a partir do qual foi sugerido o epdnimo de sindrome de Rett (SR)
(SCHWARTZMAN, 2003).

Na classificacdo de acordo com o Caodigo Internacional de Doengas (CID 10) o
autismo infantil, sindrome de Asperger e outras entidades como sindrome de Rett e o
transtorno desintegrativo da infancia foram englobados dentro do diagndstico de Transtornos
Globais do Desenvolvimento. Alem do CID — 10, outros manuais procuram organizar a
classificacdo dessas doencas, como o manual de classificacdo de doencas mentais da
Associacdo Americana de Psiquiatria (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders). A edicdo mais recente deste manual, o DSM V, 2013 propdem modificacdes em
relagdo ao CID 10 englobando todas as entidades clinicas como Transtorno do Espectro
Autista. O argumento é que trata-se de uma Unica condicdo clinica com diferentes niveis de
gravidade. Para o presente estudo foi escolhido o termo Transtorno do Espectro Autista o

mais adequado para descrever o grupo de criancas estudadas.

2.1.1 Consideragdes da Fisiopatologia

Apbs a descricdo da doenca por Leo Kanner, acreditou-se durante algumas décadas,
gue o autismo constituia uma entidade de causa psicoldgica. Contudo, o reconhecimento da
sua associacdo com 0 atraso mental e a epilepsia, que esta associada em aproximadamente
30% dos casos, levou a suspeicdo de uma base organica. Influéncias genéticas foram
posteriormente descritas, tendo-se documentado uma maior incidéncia de autismo em irmaos
de criangas afetadas por esta perturbacdo, principalmente em gémeos monozigoticos. Desde
entdo, tornou-se globalmente aceito a etiologia biologica do transtorno. Apesar da forte
evidéncia de um componente geneético, a heranca parece ser complexa, com estimativas de
gue mais de 15 genes podem estar envolvidos nesta sindrome comportamental (GADIA,
TUCHMAN, ROTTA, 2004; PEREIRA, PEGORARO e CENDES, 2012).

Véarios modelos neuroanatdmicos, neurobiolégicos e enddcrinos foram propostos
numa tentativa de explicar a sintomatologia do TEA. A etiologia € entdo bastante complexa,

tendo-se sugerido que, em vez de um Unico fenbmeno, existam indmeros processos
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patoldgicos distintos que contribuem para o desenvolvimento de individuos com fenotipos
distintos (GADIA, TUCHMAN e ROTTA, 2004).

Os sistemas de neurotransmissores GABAérgico e glutamatérgico estdo envolvidos
na fisiopatologia do TEA. Os neurotransmissores sdo 0s pertencentes a classe dos
aminoacidos neuroativos, que sdo o acido gama-butirico (GABA), principal aminoacido com
acdo inibitdria e o glutamato, principal aminoacido com acdo excitatoria. Estes aminoacidos
produzem respostas inibitorias e excitatorias através de uma alteracdo na condugdo de um ou
mais canais idnicos seletivos de K*, CI*, Na" e Ca’, na membrana neuronal. O GABA ¢ o
principal neurotransmissor inibitorio no SNC dos mamiferos. Em virtude de sua distribuicao
disseminada no sistema nervoso central, os receptores de GABA influenciam muitos circuitos
e funcdes neurais. Estes neurotransmissores inibitorios e excitatorios regulam uma série de
processos do comportamento, incluindo o sono, aprendizagem, memoria e sensacao dolorosa.
Eles podem estar envolvidos em varias doengas neuroldgicas e psiquiatricas e dentre elas o
autismo. Assim, a modulacdo da sinalizacdo GABA pelo uso de medicamentos constitui um
mecanismo importante para o tratamento da hiperatividade neuronal. Os agentes terapéuticos
que ativam os receptores GABA também sdo utilizados para sedacdo, ansiélise, hipnose e
outras condi¢des clinicas (GUPTA e STATE, 2006; REGO, 2012).

O glutamato é o principal e mais abundante neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central, existindo sinapses glutamatérgicas por todo o tecido nervoso. A ligacdo do
glutamato a seus receptores desencadeia eventos moleculares e celulares associados a
numerosas processos comportamentais como cognicdo e memoria. Os receptores ionotropicos
de glutamato medeiam as respostas sinadpticas excitatdrias rapidas. Existem 3 subtipos de
canais ibnicos regulados pelo glutamato, classificados de acordo com a sua ativacdo pelos
agonistas seletivos AMPA (&cido amino-hidroxi-metil-propionico), KA (cainato) e NMDA
(N-metil-D-aspartato) (REGO, 2012).

A fixacdo do GABA ao receptor GABA-A causa um aumento da conduténcia da
membrana celular aos ions cloreto, que habitualmente existe em maior concentragdo no
exterior do que no interior da célula. O movimento de anions para dentro da célula aumenta a
diferenca de potencial entre a face externa e a interna da membrana celular e reduz a
excitabilidade neuronal (COSTA, 2009).

Quando o glutamato se liga ao receptor tipo NMDA, o ion calcio flui através do

canal, ativando uma série de enzimas neuronais. Entretanto, diversas a¢cdes devem acontecer
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antes que o canal abra e admita o ion calcio. Primeiro, o glutamato e o aminoacido glicina
devem ambos ligar-se aos sitios receptores. O metal zinco (Zn) reforca a abertura do canal.
Uma vez que o glutamato e a glicina abrem o canal, o ion célcio ainda ndo pode entrar, pois
qguando o neurdnio esta em repouso, um ion de magnésio (Mg) blogueia 0 mesmo. S6 quando
o neurdnio for despolarizado pela acdo de suficientes receptores AMPA/Cainato é que o ion
Mg “sai da rota” e ao ion célcio entra. Esse processo fisioldgico torna-se critico na
aprendizagem e na memoria (HUSSMAN, 2001).

Drogas que atuam como agonistas dos receptores GABA, conhecidas como drogas
gabaérgica ou analogos do GABA, ao aumentar 0 montante disponivel do neurotransmissor,

tém efeitos relaxante, antiansiedade e anticonvulsivos (FOSTER, 2006).

O zinco estd associado com a regulacdo dos receptores GABA e do glutamato,
demonstrado particularmente pela atividade ansiolitica, susceptibilidade a convulsbes e
modulando a inibichio GABAeérgica. A ativacdo do sistema de neurotransmissdo
glutamatergica depende da recaptacdo e da liberacdo do Zn como fator sinalizador intracelular
no processo de neurotransmissdo (TAKEDA, IMANO e OKU, 2006). O Zn é previamente
estocado em granulos secretores que se esvaziam dentro da fenda sinaptica, juntamente com o
glutamato (QIAN e NOEBELS, 2005). Apos a participacdo na transmissao sinaptica, o Zn é
provavelmente reabsorvido pelo neurbnio pos sinaptico agindo como um importante fator
tréfico, isto €, como um nutriente que poderd ser utilizado como cofator para sintese

enzimatica.

O cobre, por sua vez, é um potente inibidor das respostas dependentes do GABA. A
toxicidade do cobre, notavelmente na doenca de Wilson, resulta do bloqueio acrénico dos
receptores GABA. O potencial neurotdxico do Cu quando em excesso, inclui depressao,
irritabilidade, nervosismo, alteracdo da aprendizagem e comportamentais (MADSEN e
GITLIN, 2007). O Cu é cofator requerido para a atividade da dopamina-p-hidroxilase, enzima
que converte a dopamina em noradrenalina. O aumento da noradrenalina é detectado nos
portadores de TEA (LAKE, ZIEGLER e MURPHY, 1977). Além disso, o aumento do Cu,
que é detectado nos portadores de TEA esta associado a com inibicdo da enzima
hidroxitriptofano, a qual diminui a producdo de serotonina (PRYA e GEETHA, 2011). Em
outras patologias neuropsiquiatricas como esquizofrenia, depressdao tem sido observado
estados de hipercupremia (PRYA e GEETHA, 2011).
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2.1.2 Epidemiologia

O aumento da prevaléncia do TEA nas Ultimas décadas é constatado pela comunidade
cientifica em muitos paises, devido em parte a abordagem diagndstica padronizada e também

ao maior conhecimento e conscientizacdo das praticas médicas.

Na Europa observa-se um crescimento na taxa de prevaléncia do TEA de 30,0/10.000
para 116,1/10.000, com uma taxa média de 61,9/10.000. O tamanho das amostras de muitos
levantamentos variam entre 826 — 490.000 participantes, variando a faixa etaria desde o
nascimento a idade adulta (ELSABBAGH et al., 2012).

Nos Estados Unidos, tem sido identificado 1 caso em cada 88 criancas, com 8 anos de
idade, como portadora deste transtorno. Os dados sdo do relatério de 2012 da Rede de
Monitoramento do Autismo e Deficiéncias do Desenvolvimento, a Austism and
Developmental Disabilities Monitoring Network (ADDM), que € um grupo de programas
financiados pelo CDC (Center for Disease Control and Prevention), para determinar o
namero de pessoas com TEA em varias comunidades nos Estados Unidos. Dentre os locais
onde a rede ADDM atua, a maioria das estimativas de prevaléncia foi proxima da média de
11,3 por 1.000. Segundo esse relatorio quase cinco vezes mais meninos do que meninas foram
identificados com TEA (ADDM, 2012).

Na Turquia, em estudo publicado por Bicer e Alsaffar (2013) em portadores de TEA

apresenta predominio de 1:110.

No TEA o género masculino é o mais afetado, sendo a incidéncia na proporcéao de 4,2
individuos do género masculino para cada um do género feminino (KLIN, 2006; RICE, 2009;
FOMBONNE, 2009).

Pesquisas abrangentes de prevaléncia de TEA na regido do Pacifico Ocidental
demonstram no Japdo e na China resultados que variam na amostra de 3.606 a 609.848
individuos. Desde o ano 2000, as taxas de prevaléncia variam entre 2,8/10.000 a 94/10.000,
com um valor médio de 11,6/10.000, sendo a mediana algo semelhante a 13/10.000, quando
o0s estudos mais antigos estdo incluidos (ELSABBAGH et al., 2012).

Segundo o estudo de Montiel-Nava e Pena, 2008, realizado na Venezuela com

criancas entre 3 a 9 anos de idade, demonstrou uma prevaléncia de 17/10.000.
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No Brasil, os estudos epidemioldgicos sdo insuficientes. Estima-se uma prevaléncia de
aproximadamente 500 mil pessoas com autismo em ambito nacional, baseando-se no Censo
de 2000 (FOMBONNE, 2010), porém se a estimativa internacional for considerada, este

numero pode ultrapassar 1,5 milhdes de pessoas.

Os estudos brasileiros sdo escassos, podendo ser citado o estudo piloto de De Paula e
colaboradores 2011, realizado em uma cidade do estado de S&o Paulo, que apontou uma
prevaléncia de aproximadamente 0,3% de pessoas com transtornos globais do
desenvolvimento, classificado conforme o CID-10. De acordo com os préprios autores, dada a
pouca abrangéncia da pesquisa, ndo existem ainda estimativas de prevaléncia confidveis em
nosso pais (BRASIL, 2013).

2.1.3 Diagnostico e Tratamento

O diagndstico do TEA é obtido através da observacdo clinica e pela histéria referida
pelos pais ou responsaveis, uma vez que ndo existem marcadores biologicos que definam o
quadro. Alguns exames laboratoriais podem auxiliar na compreenséo de fatores associados ao

TEA, mas ainda assim o diagnostico é clinico.

A avaliacéo clinica do individuo portador de TEA requer uma equipe interdisciplinar,
0 uso de escalas objetivas e técnicas estruturadas que devem ser utilizadas para a analise tanto
do comportamento social das criangas, atencdo contato visual, expresséo facial de afeto e sua
capacidade de imitagdo. Uma das escalas mais usadas de avaliacdo ¢ a Childhood Autism
Rating Scale (CARS) (SCHOPLER, REICHLER e RENNER, 1986), que consiste em uma
entrevista estruturada, composta de 15 itens, podendo ser aplicada com os pais ou
responsaveis. A cada um dos 15 itens, aplica-se uma escala de 7 pontos, 0 que permite
classificar formas leves, moderadas ou severas da doenga (SCHOPLER, REICHLER, RENNER,
1988).

Segundo o DSM-V, 2013, para ser considerado portador do TEA, o individuo devera

preencher os seguintes critérios:

1. Déficit persistente na comunicacdo e interacdo social, sendo obrigatorio

apresentar  déficits na reciprocidade socio-emocional, falha em
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compartilhar e de interagir, déficit da comunicacdo ndo-verbal com pouca
integracdo e contato ocular em conjunto com déficit no desenvolvimento
da imaginacao e interesse nas relacoes.
2. Comportamento repetitivo e interesses restritivos englobando pelo menos
duas das seguintes caracteristicas:
e esteriotipias e repeticbes do discurso, de movimentos motores e/ou
uso de objetos;
e adesdo excessiva a rotinas e padr@es rituais com resisténcias a
mudangas;
e interesses restritos;
e hiper ou hipo reatividade a estimulos sensoriais ou interesses
sensoriais atipicos;
3. Sintomas presentes na primeira infancia
4. Sintomas que prejudicam o cotidiano.

O tratamento clinico deve ser realizado sempre por profissionais capacitados e uma
equipe interdisciplinar, composta por médicos psiquiatras, nutricionistas, psicélogos,
fonoaudidlogos, entre outros. Além das intervengdes medicamentosas e educacionais
adequadas, faz-se necessario uma abordagem individualizada e em instituicGes especializadas.
Sendo um transtorno que ainda ndo dispGe de um tratamento que leve a cura, toda intervencéo
terapéutica visa a melhor adaptacdo possivel do individuo na sociedade (GADIA,
TUCHMAN e ROTTA, 2004; DOMINGUES, 2007).

2.1.4 Nutricéo e Transtorno do Espectro Autista

As investigacfes do comportamento alimentar nas criancas portadoras de TEA
mostram inadequacdes que variam entre 30 a 90% dos casos, como seletividade, preferéncias
de acordo com a textura dos alimentos, recusa na aceitacdo alimentar e comportamento de
indisciplina durante as refeicdes (JOHNSON, et al. 2008).

As anormalidades relacionadas a alimentacdo provavelmente estdo associadas aos
disturbios que acompanham os individuos com este transtorno. O déficit de interagdo social

somado a falta de modelos adequados de comportamentos para as refei¢cbes podem dificultar o
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aprendizado de diversas atividades, como por exemplo, comer com utensilios apropriados
(LUKENS e LINSCHEID, 2008). A variedade limitada e o consumo inadequado podem
acarretar a ingestdo insuficiente de nutrientes e calorias, com comprometimento do ganho
ponderal e do crescimento linear das criangas (SANTOS, BERNARD e BRECAILO, 2013).

Estudos no Canada e EUA demonstram que estes individuos podem apresentar a
ingestdo de célcio, &cido pantoténico, vitamina D, vitamina B6, acido félico e vitamina K
aquém das quantidades diarias recomendadas (DOSMAN, et al., 2006) este fato pode ser
justificado pela monotonia alimentar que apresentam (SCHRECK, WILLIAMS e SMITH,
2004).

Para XIA et al., 2010 em estudo com 111 criancas chinesas portadoras de TEA entre 2
e 9 anos de idade, mostraram em seus resultados que 8,1% eram desnutridas, e dos 102
pacientes restantes, 60,4% eram eutréficos e 31,5% tinham excesso de peso ou obesidade. A
ingestdo de calorias e proteina apresentou-se adequada na grande maioria, mas o aporte
lipidico estava abaixo das recomendacdes nutricionais. A média da ingestdo de vitamina E e
niacina ultrapassou os 100% do recomendado e a ingestdo de vitamina B1 e B2, magnésio e
ferro estavam entre 80% e 90% da faixa recomendada. No entanto, as vitaminas A, B6 e C,

acido folico e os minerais célcio e zinco ndo atenderam aos requisitos nutricionais minimos.

No estudo realizado por Bicer e Alsaffar (2013) com 164 individuos com TEA,
demonstrou que 58,5% estava com sobrepeso e obedidade e 11% desnutrido baixo peso. Na
pesquisa de Schreck, Williams e Smith, (2004), foram estudados 138 pais de criancas
portadoras de TEA e 298 pais de criangas com desenvolvimento caracterizado como nao
especial, que responderam a um questionario sobre preferéncia alimentar: os autores
obervaram que o consumo de frutas, laticinios e hortalicas das criangas com TEA era inferior

ao grupo de criancas com desenvolvimento caracterizado como nao especial.

Ao examinar somente a ingestdo de macronutrientes de 52 criangas portadoras de TEA
por 3 dias, Levy et al., (2007) constatou que a ingestdo de proteina era elevada, mas a
ingestdo de calorias, na forma de carboidrato e gordura estavam adequadas.

Por outro lado, no estudo preliminar de Johnson et al., 2008, onde foram avaliados o
habito alimentar e a ingestdo de nutrientes de 19 criancas com TEA na faixa etaria de 2 a 4

anos e comparados com o grupo controle formado por 15 criangas com desenvolvimento



25

normal e de faixa etaria similar, constatou-se que ndo foi encontrada diferenca significativa na

ingestdo de nutrientes entre 0s grupos, avaliados segundo a EAR/DRI’s, 2002.

Além das inadequacbes do comportamento alimentar dos portadores de TEA,
Goldberg (2004) verificou nos EUA, que a prevaléncia de sintomas gastrointestinais nestes
individuos € alta atingindo de 46% a 76% dos casos, sendo que quando comparada a criangas
com desenvolvimento normal, que é de 10% a 30%, o que também afeta a qualidade

nutricional desses individuos.

Em 1971, Goodwin, Cowen e Goodwin, identificaram em seus estudos possiveis
alteracdes no trato gastro intestinal de criangas com TEA. Assim, identificaram pela primeira
vez, neste grupo estudado, um provavel quadro de ma absorcdo ou disfuncédo intestinal. As
principais alteracdes do aparelho digestorio dessa populacdo séo: a baixa concentracao de a-
lantitripsina, o que pode levar ao desenvolvimento da doenga pulmonar e hepatica; elevada
excrecdo fecal de calprotectina, que é um &timo biomarcador de inflamacdo e infeccdo;
deficiéncia de enzimas proteoliticas, o que pode acarretar sindrome de ma absorcdo;
permeabilidade intestinal anormal e deficiéncia da enzima fenol- sulfotransferase (WALKER-
SMITH; ANDREWS, 1972; D’EUFEMIA et al., 1996; ALBERTI et al., 1999; REICHELT e
KNIVSBERG, 2009; SMITH et al., 2009).

Outros estudos também descreveram, em subgrupos de criangas com TEA, um quadro
inflamatorio intestinal caracterizado por grande numero de nédulos linféides na regido do
duodeno e enterocolite ndo especificada, com possivel etiologia autoimune (WAKEFIELD et
al., 2000; FURLANO et al., 2001; TORRENTE et al., 2002).

A composi¢do da microbiota intestinal também com niveis elevados de bactérias do
género Clostridium na cultura de fezes. Uma das provaveis causas € a alta incidéncia de
doencas infecciosas nessa populacéo durante a infancia com consumo de antibidticos e como
consequéncia o desequilibrio da microflora intestinal (WALKER-SMITH e ANDREWS,
1972;REICHELT et al., 1991; ALBERTI et al., 1999; PARRACHO et al., 2005; SMITH et
al., 2009). Os sintomas gastrointestinais descritos sdo: refluxo, diarreia cronica, constipacéo,
flatuléncia excessiva, distensdo abdominal e alguns pacientes com quadro de doenca celiaca
(LEVY etal., 2007).
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Em um levantamento com pais e parentes de quinhentas criangas com TEA, observou
que 50% destes apresentavam sintomas de diarreia, 50% flatuléncia e 36% constipacdo
moderada ou severa (LIGHTDALE, SIEGEL e HEYMAN, 2001).

O estudo de Smith et al., (2009), demonstrou maior prevaléncia de sintomas gastricos
em criancas com TEA quando comparado com grupos controles formados por criangas nao

especiais e por criangas especiais com outras doencas do desenvolvimento neurolégico.

2.2 COBRE

2.2.1 Consideracdes Gerais

O cobre (Cu) é um elemento quimico pertencente ao grupo 11 (1B) da classificacdo
periédica, com nimero atdmico 29 e massa atdmica de 63,54u. E um metal de transicdo que
apresenta 3 estados de oxidacdo Cu*, Cu™ e Cu™, que confere a este elemento uma grande

instabilidade.

No século XIX, foi identificado em plantas e animais e proclamado como catalisador
biologico no século XX. Ao longo dos anos, foram surgindo novos conhecimentos acerca
deste elemento, que permitiram estabelecer o seu importante papel nas funcdes fisiologicas
dos seres vivos. Estudos delineados para testar a necessidade de cobre em animais de grande

porte foram primeiramente incitados pela hemocianina, molécula que transporta oxigénio nos

invertebrados e que contém cobre (PEDROSO e LIMA, 2001).

Sua participacdo no metabolismo foi reconhecida em 1928, quando foi evidenciado
aumento da sintese de hemoglobina em ratos que tinham anemia ferropriva ap6s uma dieta
contendo cobre na sua composicdo (HART et al., 2002; DUTRA-DE-OLIVEIRA e
MARCHINI, 2008).

O cobre é um elemento-traco essencial para a manutencdo de mdaltiplos processos
bioldgicos, tais como a homeostase do ferro, metabolismo energético, sintese da melanina,
catabolismo de dopamina, noradrenalina, serotonina, formacdo de tecido conjuntivo e

mecanismos de protecdo antioxidante, pela sua participacdo na enzima cobre-zinco
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superoxido dismutase (Cu-Zn SOD) (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998; HART
et al., 2002).

Apesar de ser um metal fundamental aos seres vivos, pode ser potencialmente toxico
as ceélulas pela facilidade de sofrer mudancas do estado de oxidacdo, sendo que, o ion cobre
precisa estar adequadamente compartimentalizado e presente em concentragcdes intra e
extracelulares adequadas. Contudo, tanto a deficiéncia quanto o excesso deste mineral podem
deteriorar a integridade e funcionalidade celular (GAETKE, 2003 apud KOURY e
DONANGELO, 2007).

A concentracdo plasméatica de referéncia para o Cu €é de 0,8 a 1,2mg/L
(SARGENTELLI, MAURO e MASSABNI, 1996).

2.2.2 Importéncia do Cobre

Nos sistemas bioldgicos este elemento predomina como ion culprico, Cu*% O fon
cuproso (Cu®) ¢ instavel sendo facilmente oxidado a fon caprico (Cu*?). A facilidade com que
ocorre alteracdo do estado de oxidagdo fornece a este elemento propriedades redox, como a
formacdo do radical hidroxila (OH") a partir do peréxido de hidrogénio, reacdo esta
denominada como reagéo de Fenton e Haber-Weis (BARCELOS, 2008).

Estudos realizados nos anos 60 em criangas desnutridas do Peru e nos anos 70 no
Chile, revelaram a recuperacdo dos doentes portadores de anemia ferropriva refrataria ao
tratamento com ferro, apos suplementa¢do da dieta com cobre (UAUY, OLIVARES e
GONZALES, 1998). Além destas agdes, estudos estabeleceram que o cobre € necessario para
o crescimento, mecanismos de defesa, mineralizagdo Ossea, maturacdo de eritrocitos e
leucocitos, transporte de ferro, metabolismo do colesterol, contratilidade do miocardio,
metabolismo da glicose e desenvolvimento cerebral (LINDER et al., 1998; UAUY,
OLIVARES e GONZALEZ, 1998; TURSKI e THIELE, 2008).

2.2.3 Fontes de Cobre
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A forma de ingresso do cobre no organismo humano é através da dieta. O teor de
cobre nos alimentos varia amplamente, refletindo as condi¢bes sob as quais o alimento foi

produzido, manipulado e preparado para sua utilizag&o.

O cobre é bem distribuido nos alimentos, sendo suas maiores fontes os produtos de
origem animal como: ostras (4,40 mg/100g), mariscos, crustaceos, figado (4,48 mg/100g),
nozes e sementes (1,10-2,22 mg/100g), legumes secos, frutas secas (0,19-0,34 mg/100g),
farelo e gérmen dos cereais. As batatas (0,20mg /100g), os gréos integrais (0,13/0,29 mg
/1009) e o cacau (3,79 mg/100g) também sdo boas fontes de cobre (BONHAM et al., 2002;
KOURY e DONANGELO, 2007; MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).
Quanto as outras fontes de cobre, o leite humano contém maior concentracdo do mineral (0,02
mg a 0,03 mg/100g) quando comparado ao leite de vaca (0,009mg/100g) (GROPPER,
SMITH e GROFF, 2009; MACEDO et al., 2010).

2.2.4 Fungdes do Cobre

O cobre é um mineral considerado essencial no organismo humano pois atua como
cofactor e como componente alostérico de varias enzimas, sendo intermediario na
transferéncia de elétrons (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).

Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma proteina plasmatica de cor azul, também chamada ferroxidase
I. E uma o, — glicoproteina que contém 7 atomos de cobre em sua molécula. Uma importante
funcdo da ceruloplasmina, apés sua sintese no figado, é transportar cobre. No ser humano

adulto saudavel, aproximadamente 90% a 95% do total do cobre circulante esta ligado a ela.
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Quanto ao metabolismo do ferro, a ceruloplasmina e a ferrosidade Il oxidam o ferro
ferroso de modo que ele possa ser transportado do limen intestinal e dos locais de
armazenamento para os locais de eritropoiese. Isso explica por que a anemia ferropriva

desenvolve-se na deficiéncia de cobre.

Estudos demonstram que a atividade da ceruloplasmina como agente oxidante é
determinada pela estrutura da proteina, que permite remover um dos atomos de cobre ligados
a ela. A ceruloplasmina pode estimular a oxidacéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
na presenga de radicais O, que reduz um dos atomos de cobre ligados a ecla

(MUKHOPADHYAY e FOX, 1998).

Superéxido Dismutase

A Cu-Zn superdxido dismutase contém dois atomos de cobre por molécula e esta
presente dentro da maioria das células do organismo humano, principalmente no interior do
citosol. Altas concentragdes dessa enzima sdo encontradas no cérebro, tiredide, figado,
hipofise, eritrocitos e no rim dos seres humanos. Esta enzima protege os componentes
celulares da lesdo oxidativa, convertendo os ions superéxido em peréxido de hidrogénio. Para
sua acdo catalitica, além dos ions de cobre, exige também a presenca do zinco. Suas
propriedades tém sido marcadamente resistentes as modificacfes evolutivas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985; THAKUR, GURTA e KAKKA, 2004; BRANDT, et al., 2007).

Citocromo C Oxidase

A enzima citocromo C oxidase contém trés atomos de cobre por molécula, atuando na
funcdo de transferéncia de elétron. Esta enzima intra-mitocondrial participa principalmente na
etapa oxidativa, reduzindo o oxigénio molecular para formar as moléculas de agua e de
energia livre na forma de ATP. A atividade desta enzima é alta no coragéo, cérebro, figado e
rins, que sdo Orgaos com alta atividade metabolica (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).
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Dopamina B-Hidroxilase

A catecolaminas dopamina, adrenalina e noradrenalina, partilham a mesma via
biossintética, que inicia com o aminodcido tirosina. A tirosina é convertida em dopamina pela
enzima tirosina hidroxilase. A dopamina, por sua vez, é convertida em noradrenalina pela
dopamina B-hidroxilase. Na medula da supra-renal a noradrenalina recebe um radical metil e é
convertida entdo em adrenalina (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).

Lisil Oxidase

Na formacdo do tecido conjuntivo, o cobre atua como integrante da enzima lisil
oxidase, que é essencial para a ligacdo cruzada do colageno e da elastina, necessarios para a
formacdo de tecido conjuntivo forte e flexivel. E uma enzima importante na formacdo de
tecido morfologicamente normal. Sua deficiéncia leva a formacdo defeituosa do colageno,
com diminui¢do da resisténcia mecanica dos 0ssos e do tecido conjuntivo cardiovascular,
predispondo assim a instalacdo de osteoporose e aneurismas. A concentracdo dessa enzima é
méaxima durante o desenvolvimento do individuo. Assim o cobre desempenha um papel na
formagéo do 0sso, mineralizacdo esquelética e integridade do tecido conjuntivo do coracdo e

do sistema vascular.

Diamina Oxidase

Essa enzima atua no tubo digestivo onde a histamina estimula a secrecdo acida e em
reacOes alérgicas em todo corpo, onde a histamina € liberada em resposta a exposicdo de
antigenos. Também inativa poliaminas envolvidas na proliferacdo celular, o que sugere que

essa enzima pode desempenhar um papel inibidor do crescimento
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Monoamino Oxidase

A monoamino oxidase é uma enzima envolvida no metabolismo da serotonina e dos
neurotransmissores catecolaminérgicos, tais como adrenalina, noradrenalina e dopamina.
Havendo uma redugdo na atividade da monoamino oxidase, produz-se um aumento da
concentragdo desses neurotransmissores nos locais de armazenamento, em todo o sistema
nervoso central ou no sistema nervoso simpatico. Os antidepressivos classicos, inibidores da
monoamina oxidase, promovem o aumento da disponibilidade da serotonina atraves da

inibicdo dessa enzima responsavel pela degradacdo intracelular do neurotransmissor.

Tirosinase

A tirosinase é uma enzima que promove a sintese da melanina a partir da tirosina. A
deficiéncia congénita de tirosinase ¢ a causa do albinismo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e
MARCHINI, 2008).

2.2.5 Deficiéncia de Cobre

As principais manifestagdes clinicas reconhecidas como decorrentes da deficiéncia de
cobre sdo a anemia hipocronica, leucopenia, hipopigmentacdo da pele, anormalidades dsseas,

principalmente desmineralizagéo e disfuncdo cardiovascular.

De forma geral, a deficiéncia de cobre em seres humanos nao é comum, o que sugere
gue a ingestdo dietética é suficiente para prevenir sua caréncia. Porém, a deficiéncia do
mineral pode ser observada em lactentes recuperando-se de desnutri¢éo, criancas prematuras e
de baixo peso ao nascimento alimentadas com formulas lacteas e pacientes recebendo
nutricdo parenteral total prolongada. A probabilidade de deficiéncia de cobre aumenta em
pessoas que consomem quantidades excessivas de zinco (40 mg/dia) (GROPPER, SMITH e
GROFF, 2009; MACEDO et al., 2010).
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O déficit de cobre também pode ser observado nos individuos com condicdes clinicas
que promovem uma perda aumentada, como ocorre na mal absorcdo intestinal, como na

doenca celiaca, enteropatias e nas doencas renais.

2.2.6 Absorc¢éo, Metabolismo e Excregéo do Cobre

Nos mamiferos, o cobre € absorvido no estbmago e no intestino delgado. No estbmago
esta absorcdo pode ser atribuida ao efeito solubilizante do ambiente &cido, o que facilita o seu
transporte através da mucosa gastrica. Na mucosa intestinal, é carreado pela membrana
basolateral por transporte ativo. Durante absor¢cdo ha competicdo entre ions cobre e outros
cations divalentes, incluindo o zinco, o ferro, o molibdénio, o chumbo e o cédmio
(BARCELOS, 2008) .

Dentro das células intestinais, os ions de cobre encontram-se ligados a metalotioneina
com maior afinidade que o zinco e outros ions, estando a quantidade de cobre absorvida na
dependéncia da quantidade de metalotioneina nas células da mucosa. A variacdo de absorcao
de cobre presente na dieta varia entre 25% e 60%, sendo significativamente maior durante os
periodos de baixa ingestdo do elemento. Assim a absorcdo podera ser apenas de cerca de 20%
guando a ingestdo de cobre for maior que 5mg/dia, porém aumenta para mais de 50% quando
a ingestdo for menor que 1mg/dia (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).

Alguns nutrientes podem auxiliar na absor¢do do cobre, como alguns aminoacidos,
especialmente a histina, aminoacidos contendo enxofre como a metionina e a cisteina
(SCHUMANN et al., 2002; CABALLERO 2005; BARCELOS, 2008; MAHAN, ESCOTT-
TUMP e RAYMOND, 2012). Os nutrientes que podem alterar a biodisponibilidade de cobre
sdo o ferro, o fitato, o zinco, 0 molibdénio, o acido ascorbico e os carboidratos (SHILS et al.,
2003).

O cobre é transportado ligado a albumina, que serve como local de estoque
temporario. No figado o cobre se liga a metalotineina, que também funciona como estoque de
Cu e é entdo associado a cerulosplasmina, transportado no plasma para ser utilizado pelas
células. O metal também € eliminado pelo figado como um componente da bile, sendo esta
sua maior forma de excrecdo, em torno de 80% (MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND,
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2012). Apenas uma pequena quantidade é excretada pelos rins, menos que 20ug/dia
(GROPPER, SMITH e GROFF, 2008).

2.2.7 Recomendac0es de Ingestdo de Cobre

A ingestdo diaria recomendada (RDA) de selénio segundo a FNB 2001, do Instituto de
Medicina, das Academias Nacionais dos EUA ¢ de:

Tabela 1 — Recomendac&o de ingestéo diaria de cobre

Idade Homens Mulheres Gestantes Lactantes
0—6 meses 200 pg/dia 200 pg/dia
6meses—12 meses 220 pg/dia 220 pg/dia
1-3 anos 340 pg/dia 340 pg/dia
4-8 anos 440 pg/dia 440 pg/dia
9-13 anos 700 pg/dia 700 pg/dia 1000 pg/dia
14-18 anos 890 pg/dia 890 pg/dia 1000 pg/dia 1300 pg/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.

2.2.8 Toxicidade do Cobre

E relatado na literatura, o caso de um jovem que, diariamente por 3,5 anos, ingeriu
entre 30 a 60mg/dia de sais de cobre e que desenvolveu insuficiéncia hepatica decorrente da

toxicidade exercida pelo mineral. A ingestdo de cobre acima de 64mg (250mg de sulfato de
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cobre) resulta em dor epigéstrica, nduseas, vomitos e diarreia. Outros sintomas de toxicidade

incluem hematuria, danos hepaticos e renais (BARCELOS, 2008).

Quanto a toxidade do cobre pode ser citada a doenca de Wilson, uma doenca genética

que resulta da presenca da mutacao no gene para a decodificacdo do transportador ATP7B. Na

auséncia ou disfuncdo deste gene codificado ATP7B ocorre interrupcdo do movimento de

cobre através do complexo de Golgi para a bilis e para a via secretora para incorporacdo nas

proteinas selecionadas. Na doenca de Wilson, o cobre se acumula nos tecidos, resultando na

disfuncédo de 6rgdos, especialmente no figado, rins e cérebro (GROPPER, SMITH e GROFF,

2009).

Os valores de referéncia que indicam o limite de ingestdo diaria de cobre de acordo

com a FNB 2001, do Instituto de Medicina dos EUA, sédo:

Tabela 2 — Limite de ingestao diaria de cobre

Idade Homens

0—6 meses

6meses—12 meses

1-3 anos 1000 pg/dia
4-8 anos 3000 pg/dia
9-13 anos 5000 pg/dia
14-18 anos 8000 ng/dia

Mulheres

1000 pg/dia

3000 pg/dia

5000 pg/dia

8000 pg/dia

Gestantes

8000 ng/dia

Lactantes

8000 ng/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.
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2.2.9 Cobre e Transtorno do Espectro Autista

Chauhan, et al., (2008), em um estudo realizado com 19 criancas com TEA e seus
respectivos irmaos nao portadores da doenca, reportou um menor nivel de ceruloplasmina no
plasma das criancas portadoras de TEA, sugerindo que o metabolismo do cobre pode ser

alterado.

Priya e Geetha (2011) realizaram um estudo com 45 criancgas de 4 a 12 anos de idade,
portadoras de TEA que foram divididas em 3 grupos de acordo com a severidade da
sintomatologia clinica. Este grupo foi comparado com um grupo controle composto de 50
criangas normais da mesma idade e sexo. Os autores constataram uma significante elevacéo
na concentracdo de cobre tanto nas unhas como nos cabelos das criancas com TEA em
comparagao com o grupo controle. Os autores sugerem haver uma associagdo entre 0 TEA e 0

metabolismo do cobre.

Russo et al. (2012), realizaram um estudo onde foram comparados 0s niveis séricos de
cobre dos individuos com TEA com a severidade dos sintomas da doenca neurolégica. As
criangas com TEA apresentaram um elevado nivel de cobre no sangue, em torno de 108,9

pg/dL, quando comparadas com o grupo controle que foi em torno de 86,5 pg/dL.

De um modo geral, os estudos apontam que a concentracdo de Cu no TEA esta
aumentada, quando comparada com grupo controle. No entanto, deve ser constatado que estes
valores, apesar de estarem no limite superior, ainda estdo muito proximo do valor de
referéncia. Isto denota uma alteracdo no metabolismo do cobre, ainda nao totalmente

esclarecida.
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2.3 ZINCO

2.3.1 Consideracdes Gerais

O zinco (Zn) € um elemento quimico pertencente ao grupo 12 (2B) da classificacao
periddica, sendo seu numero atdmico 30 e massa atbmica 65,38 u. O zinco é um dos
principais micronutrientes essenciais para a nutricdo humana, o segundo elemento-trago em
maior concentracdo no organismo, que contém entre 2 a 3g, € um oligoelemento que
representando apenas 0,003% do peso corporal (WYNGAARDEN, SMITH e BENNETT,
1992; CANTERO, 1989).

O zinco é um ion intracelular e funciona como sitio ativo de 300 enzimas distribuidas
em diferentes classes. Evidéncias de sua essencialidade foram demonstradas em plantas em
1869 e em animais em 1934. Em virtude da sua ampla concentragdo nos alimentos, a
deficiéncia de zinco foi considerada improvavel até 1955, quando foi entdo demonstrado que
a paraceratose suina era uma doenca causada por deficiéncia desse metal. O significado
clinico da deficiéncia de Zn no homem adquiriu magnitude de saude publica ap6s 1961,
quando foi observado que o hipogonadismo e o0 nanismo endémicos no Ird eram devidos a
deficiéncia desse elemento (SHILS et al., 2003).

2.3.2 Importéncia do Zinco

O Zn é o elemento-traco intracelular mais abundante, desempenhando vérias funcdes
reguladoras, estruturais e cataliticas. Este elemento é encontrado em diversas enzimas, como a
anidrase carbonica, fosfatase alcalina, carboxipeptidases, alcool desidrogenase, superdxido
dismutase, proteina C quinase, acido ribonucléico polimerase e transcriptase reversa. Desta
forma, o Zn estd envolvido em fungdes fundamentais em todo organismo incluindo a
metabolismo de RNA e DNA, metabolismo de lipideos e carboidratos, metabolismo
energeético, sintese protéica, entre outras (SANDSTEAD, 1994; McCALL, HUANG e
FIERKE, 2000).
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O Zn tem relacdo direta com as células do sistema imune, participando na maturacao e
diferenciacdo de linfdcitos T e producdo de células CD4+, através do horménio denominado
timulina. A menor producdo de citocinas e de interferon pelos leucécitos também esta
associada a deficiéncia de zinco. Esse elemento também estimula os mondcitos a produzirem
interleucina-1, interleucina-6 e inibe a producdo do fator de necrose tumoral, que estd
implicado na fisiopatologia da caquexia na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (BAUM,
SHOR-POSNER e CAMPA, 2000).

O zinco age como regulador da apoptose celular, inibindo a atividade da
endonuclease; enzima que destr6i o DNA desencadeando a morte celular. Geralmente as
células envelhecidas e anormais enviam um sinal que ativa uma série de eventos intracelulares
eliminando as mesmas. Na deficiéncia deste metal, ha uma maior atividade da endonuclease e

as células relativamente saudaveis também sofrem apoptose (KEEN e GERSHWIN, 1990).

O mineral esta envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e na protecéo
celular, prevenindo a oxidacdo de lipideos e de proteinas. Difere dos outros metais de
transicdo, pois contém a camada eletrénica "d" completa e assim ndo participa de reacdes
redox, mas age como acido de Lewis para aceitar um par de elétrons, fazendo com que seja
um ion estavel. Os mecanismos pelos quais 0 Zn atua como antioxidante incluem a regulacao
da expressao da metalotioneina, a atividade da Cu-Zn superdxido dismutase e a protecdo de
grupos sulfidrilas das proteinas das membranas celulares (POWELL, 2000; MARET, 2000).

2.3.3 Fontes de Zinco

O teor de Zn nos alimentos varia, sendo consideradas Otimas fontes do mineral as
carnes vermelhas (1 mg/100g), especialmente visceras (3.1- 3.9 mg/100g), e os frutos do mar,
principalmente ostras (75 mg/100mg). Também séo fontes de Zn os ovos (0,02 mg/100g), o
leite e seus derivados (0,4 mg/100mg), cereais integrais ( 0,3 — 1 mg/100g) e outros
(GROPPER, SMITH e GROFF, 2009; ANDRADE e MARREIRO, 2011).
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2.3.4 Fungdes do Zinco

O zinco faz parte de diversas proteinas como um importante componente estrutural,
atuando no centro ativo de mais de 300 enzimas, em reacGes que envolvem tanto a
degradacdo como a sintese de lipideos, carboidratos, proteinas e &cidos nucleicos. Também
atua na sinalizagdo intracelular de neurdnios, onde é armazenado em vesiculas sinapticas,

sendo essencial para o funcionamento regular do sistema nervoso central.

Sob condicdes fisioldgicas, 0 zinco ndo € sujeito a reacdes de oxido-reducdo, de modo
que é relativamente ndo-toxico (HOTZ e BROWN, 2004).

Nos animais e seres humanos, 0 zinco é necessario em quantidades pequenas, € 0
unico metal a ser envolvido em todas as seis classes de enzimas: oxido-redutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases. Estima-se que cerca de 3.000 proteinas contém Zn em
seus grupos prostéticos (SHARMA et al., 2009).

A metalotineina é a proteina mais abundante que contém zinco, sendo uma proteina de
baixo peso molecular rica em cisteina. O papel da metaloteina pode envolver a detoxificacéo
de metais pesados, doando zinco para outras proteinas, o que talvez possa ajudar na reducéo
do stress oxidativo (MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

Ainda, este mineral desempenha um papel chave no crescimento e desenvolvimento
fisico, no funcionamento do sistema imunoldgico, na sadde reprodutiva, na funcdo e

desenvolvimento neurocomportamental e sensorial (HOTZ e BROWN, 2004).

2.3.5 Deficiéncia do Zinco

O significado clinico da deficiéncia de Zn no homem adquiriu magnitude de satde
publica apds 1961, quando foi observado o hipogonadismo e o nanismo, condi¢fes clincas

endémicas no Ird devido a deficiéncia desse mineral.

A primeira manifestacdo clinicamente identificavel da deficiéncia de zinco foi a

acrodermatite enteropatica, uma desordem congénita que ocorre durante a infancia e
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caracterizam-se por alopécia, diarréia, lesdes de pele e imunodeficiéncia celular (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

A deficiéncia de Zn afeta de forma semelhante grupos populacionais tanto de paises
desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento e é caracterizada por anorexia e alteracdes
no paladar, resultando em ingestdo reduzida de alimentos. Algumas patologias também
podem levar ao desenvolvimento da deficiéncia deste nutriente, como a doenga de Crohn,
alcoolismo, cirrose hepatica, doencas renais cronicas, diabetes, entre outras (SALGUEIRO et
al., 2000; PRASAD, 2001).

Primeiramente ocorre uma mobilizacdo das reservas funcionais e, com a deficiéncia
prolongada, podem ocorrer anorexia, pelos altos niveis de norepinefrina e alteracdes no
hipotdlamo, retardo no crescimento e defeito no crescimento fetal, cicatrizacdo lenta de
feridas, intolerancia a glicose pela diminuicdo de producdo de insulina, hipogonadismo,
impoténcia sexual e atrofia testicular, atraso na maturacdo sexual e esquelética, restricdo da
utilizacdo de vitamina A, fragilidade osmética dos eritrocitos, disfungdes imunoldgicas,
hipogeusia, desordens de comportamento, aprendizado e memdria, diarréia, dermatite e
alopecia (MAFRA e COZZOLINO, 2004).

2.3.6 Absorcéo, Metabolismo e Excrecdo de Zinco

A absor¢do do Zn ocorre na maior parte, na porgdo proximal do intestino delgado
(jejuno) e este processo depende de sua concentracdo no limen. Sua captacdo ocorre na
superficie da borda em escova através de mecanismos de transporte mediados por duas
maneiras: transportadores e por difusdo simples. O mecanismo mediado por carreador
predomina quando héa baixa concentragdo de zinco na dieta, enquanto que por difusdo simples
é predominante quando a ingestdo do mineral é elevada. (FEITOSA, LIMA e MARREIRO,
2012; MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

Nos enterdcitos, o zinco liga-se a metalotioneina, uma das proteinas encarregadas de
regular sua absorcdo. Outro carreador do Zn presente na borda do enterdcito é a proteina
ZIP4. Esta proteina faz parte de uma familia de transportadores de Zn, presentes em

praticamente todos os tecidos do organismo. Apo0s a absorcdo, o Zn é liberado pela célula
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intestinal, passando para os capilares mesentéricos e transportado até o sistema portal, sendo
captado pelo figado e posteriormente distribuido para os demais tecidos (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

Vérias substancias enddgenas auxiliam na absorcéo do zinco, como exemplo, 0 acido
citrico, acido picolinico, prostaglandinas e os aminoacidos. Por outro lado, muitos compostos
inibem a absor¢do de Zn, como o fitato (&cido fitico, inositol hexafosfato, ou inositol
polifosfato) encontrado em alimentos de origem vegetal como os legumes, cereais, milho e
farelo. As secrecfes pancreéticas contém um constituinte ainda ndo identificado que aumenta
a absorcdo do Zn (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).

Os polifendis como os taninos presentes no cha e certas fibras encontrados em gréos
integrais, frutas e legumes também se ligam zinco, inibindo a sua absorcdo. As interacdes
entre 0 zinco e outros nutrientes, tais como o &cido fdlico e uma variedade de cétions
divalentes podem ocorrer comprometendo a absorcdo deste mineral (GROPPER, SMITH e
GROFF, 2009).

Apbs sua entrada no figado o Zn é transportado ligado a albumina, podendo estar
unido também a transferrina, a-2 macroglobulina e imunoglobulina (Ig) G para ser utilizado
pelos tecidos. A albumina transporta 60% deste elemento enquanto a transferina, a a-2
macroglobulina a e imunoglobulina Ig G transportam de 15% a 40%. Dois aminoécidos,
histidina e cisteina, se ligam fracamente ao Zn e representam entre <1% e 8% do transporte
do mesmo (GROPPER, SMITH e GROFF, 2009).

O zinco € excretado do organismo através dos rins, da pele e do intestino. As perdas
enddgenas intestinais variam de 0,5 a 3,0mg/dia, sendo, a maioria do zinco da fracéo filtravel
do plasma, reabsorvido na parte distal do tubulo renal. As perdas urinarias podem variar de
300 a 600mg/dia, influenciadas por mecanismos de secrecdo no tubulo proximal do néfron
(MAFRA e COZZOLINO, 2004).

2.3.7 Recomendacdes de Ingestdo de Zinco

A ingestdo diaria recomendada (RDA) de zinco segundo a FNB 2001, do Instituto de

Medicina, das Academias Nacionais dos EUA é de
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Tabela 3 — Recomendac&o de ingestdo diaria de zinco

Idade Homens Mulheres Gestantes Lactantes

0-6 meses 2 mg/dia 2 mg/dia

6 meses—12 meses 3 mg/dia 3 mg/dia

1-3 anos 3 mg/dia 3 mg/dia

4-8 anos 5 mg/dia 5 mg/dia
9-13 anos 8 mg/dia 8 mg/dia 12 mg/dia 13 mg/dia
14-18 anos 11 mg/dia 9 mg/dia 12 mg/dia 13 mg/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.

2.3.8 Toxidade do Zinco

De acordo com Mahan (2012), a ingestdo méaxima (UL) de zinco para adultos é de
40mg/dia. A suplementacdo excessiva de zinco é conhecida por inibir a absorcdo de cobre e
outros minerais. A forma mais notavel de toxidade por zinco é relatada em pacientes em
hemodialise, tanto por causa de faléncia renal, como devido a contaminacdo pelos fluidos da
dialise ou pelos materiais utilizados no circuito dialitico. O sinais clinicos de toxidade nesses
pacientes sdo caracterizados por anemia, febre e disturbios do sistema nervoso central. Outra
fonte de toxidade é a inalacdo de fumos de zinco durante trabalhos de soldagem, que pode ser

prevenida com as medidas de precaucao.

Os valores de referéncia que indicam o limite de ingestdo diaria de zinco de acordo
com a FNB 2001, do Instituto de Medicina dos EUA, sdo
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Tabela 4 — Limite de ingestdo diaria de zinco

Idade Homens Mulheres Gestantes Lactantes
0—6 meses 4mg/dia 4mg/dia
6 meses—12 meses 5mg/dia 5mg/dia
1-3 anos 7mg/dia 7mg/dia
4-8 anos 12mg/dia 12mg/dia
9-13 anos 23mg/dia 23mg/dia _ _
14-18 anos 34mg/dia 34mg/dia 34mg/dia 34mg/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.

2.3.9 Zinco, Doengas Relacionadas e Transtorno do Espectro Autista

O estudo realizado por Priya e Geetha (2011), mostrou que os niveis de zinco foram
relativamente menores em criancas com TEA, quando comparadas com o grupo controle.
Assim como um estudo realizado por Russo (2009), demonstrou que o nivel de Cu/Zn SOD

foi mais baixo em criangas portadoras de TEA do que em criangas nao portadoras de TEA.

O estudo realizado por Russo e DeVito (2011) com 79 criancas portadoras de TEA
evidenciou baixos niveis de Zn plasmatico e niveis mais elevados de cobre. Este grupo de
criancas foi comparado com um grupo controle de criancas portadoras de outras desordens
neuroldgicas. Os autores sugerem nesse estudo que o nivel baixo de Zn pode modular a
sintese do neurotransmissor GABA, diminuindo sua a¢do. J&, a maior concentracdo de cobre
estaria associada aos altos niveis de norepinefrina que é também detectada nas criancgas
portadoras de TEA. Desta forma, a abaixa concentracdo de GABA, associado a alta
concentracdo de epinefrina poderia se manifestar como hiperatividade que € um dos sintoma

do individuo autista.
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2.3.10 Metalotioneinas

As metalotioneinas sdo proteinas intracelulares de baixo peso molecular, ricas em
cisteina e com alta afinidade pelos metais. Como a principal proteina ligadora de metal, o
sistema das metalotioneinas é essencial na detoxicacdo de metais do organismo, como, por
exemplo o mercdrio. O zinco € o metal mais eficiente como indutor da sintese de
metalotioneinas tanto na mucosa intestinal, como nos tecidos cerebrais. Em estudos animais, a
reposi¢do de zinco diminui a neurotoxicidade em ratos expostos ao mercurio, aumentando a
sua eliminacdo, diminuindo a producdo de radicais livres, atuando, portanto, como
antioxidante (FABER et al., 2009).

As metalotioneinas aprisionam o cobre dentro das células intestinais prevenindo sua
absorcdo. Desta forma, pode haver uma associacdo entre o cobre e o zinco plasmatico nos
individuos com TEA. Estudo com terapia de reposi¢cdo de zinco mostra que ocorre uma
melhora dos sintomas como a consciéncia, linguagem, atencdo, inclusive das convulsdes
(RUSSO, 2008).

Nos humanos, as metalotioneinas também sdo as responsaveis pela detoxicacdo do
mercurio, cadmio e outros metais danosos ao organismo. E possivel que, nos portadores de
TEA, a sintese inadequada das metalotioneinas resulte nos niveis aumentados de mercurio
observado nestes pacientes. De modo geral, a exposi¢do das criancas ao mercurio pode ser
significativa, uma vez que esta substancia pode estar presente em inseticidas, na poluicao
ambiental, nas vacinas como a DTP, hepatite e outras.

Assim, o estudo das alteragdes das metalotioneinas se constitui em outra vertente
atualmente incluida nas pesquisas do TEA (WALSH et al., 2002).
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2.4 SELENIO

2.4.1 Consideracdes Gerais

O selénio € um elemento quimico pertencente ao grupo 6A, ou familia dos calcogénios

da classificacdo periodica, com o nimero atomico 34 e massa atbmica 78,96u.

O selénio ¢ um elemento traco que foi desvelado em 1817 pelo quimico sueco Jons
Jacob Berzélius. Em 1957, foi demonstrado que a suplementacdo de selénio evitava a necrose
hepatica em ratos que eram submetidos a dieta deficiente em vitamina E, sendo portanto
reconhecido como um mineral fundamental para o metabolismo dos mamiferos (SCHWARZ
e MOLTZ, 1957). Em 1973, descobriu-se que esse micronutriente faz parte do sitio ativo da
enzima glutationa peroxidase, responsavel por proteger o organismo dos radicais livres. Em
1979, foi demonstrada a sua essencialidade para seres humanos, quando um paciente mantido
com nutricdo parenteral total durante longo periodo, apresentou um quadro de hipotrofia e
fraqueza muscular tendo sido revertido com suplementacdo do mineral (ROTRUCK et al.,
1973; BROWN e ARTHUR, 2001; ALISSA, BAHIJRI e FERNS, 2003).

O selénio é um oligoelemento que esta naturalmente presente em muitos alimentos,
adicionado a outros ou disponivel como suplemento dietético. Este mineral é o componente
ativo de mais de 25 selenoproteinas, divididas em grupos como a glutationa peroxidase, a
iodotironina deiodinase e a tioredoxina redutase, além de outras selenoproteinas, sendo 0s
diferentes tipos caracterizados por letras alfabéticas. Desta forma, o selénio é um elemento
quimico de fundamental importancia para a manutencao da satde do ser humano, presente em
varios processos fisioldgicos, principalmente na reproducdo, metabolismo dos horménios
tireoidianos, sintese de DNA, protecdo contra danos oxidativos e infeccdo (COMINETTI et
al., 2011; ROSS et al., 2012).

ConcentracOes séricas desse mineral maiores do que 100 pg/L representam um estado
nutricional adequado para esse mineral (CALIXTO-LIMA e REIS, 2012).
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2.4.2 Fontes de Selénio

Uma das questdes relevantes em relacdo ao selénio é a grande variacdo da sua
concentra¢do nos solos, que pode ser bastante diferente dentro de um mesmo pais e entre
paises. A concentragdo média mundial de selénio no solo varia de 0,005 a 1200 mg/kg
(CORTECCI, 2011).

Altas concentracdes ocorrem em algumas partes do mundo como nas planicies dos
Estados de Nebraska e Dakota nos EUA e na Irlanda. Por outro lado, o solo da Europa,
principalmente na Espanha, Grécia e Leste Europeu apresenta baixos indices do mineral.
Particularmente na China e a Finlandia os teores de selénio séo extremamente baixos. Desde a
década de 70, o governo finlandés promove a fertilizacdo do solo da regido com sais de
selénio visando melhorar sua concentracdo nos alimentos (CASTEEL e BLODGETT, 2004;
CORTECCI, 2011).

No Brasil, estudos sobre a concentracdo de selénio no solo foram realizados para o
estado de S&o Paulo e Minas Gerais, que mostrou baixa concentragdo do mineral.
Considerando que o estado de MS apresenta uma vegetacdo tipo cerrado, semelhante ao
estado de Minas Gerais, é possivel que os teores de selénio no solo também sejam baixos
(MOURA et al., 2009).

Em consequéncia da grande variacdo na concentracdo de selénio do solo o contetdo
nos alimentos é extremamente variado, cereais e grdos podem conter desde menos que 10
pg/100g até mais que 80 pg/100g. Produtos animais, especialmente as carnes, contém
aproximadamente de 40 a 150 pg/100g. Os frutos do mar também representam uma boa fonte
alimentar do mineral (BURK e HILL, 1993; GROPPER, SMITH e GROFF, 2005).

Em geral, 0s vegetais sdo 0s responsaveis pela entrada de selénio na cadeia alimentar,
tanto para o ser humano quanto para os animais, influenciando desta maneira a concentragéo
de selénio do organismo humano. Segundo Ferreira et al. (2002), em pesquisa realizada no
sudeste do Brasil, os teores de selénio nos produtos de origem animal, sobretudo nos
pescados, foi mais elevado do que nos de origem vegetal, sendo a média de 6 ug/100g na
carne bovina, 9,1 pg/100g na carne das aves e 40,5 nug/100g em pescados. Provavelmente,
devido aos custos mais elevados dos precos das carnes bovinas e pescados, grupos

populacionais de baixo poder aquisitivo talvez tenham acesso restrito aos produtos de origem
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animal, constituindo um grupo de risco para deficiéncia deste mineral.

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), também conhecida como castanha do Para
é considerada uma das melhores fontes desse mineral, contendo em média 520 ug/100g,
ultrapassando o limite diario de ingestdo recomendado (FREITAS et al., 2008). Dentre as
hortalicas, as melhores fontes sdo o alho, couve flor, couve de Bruxelas, brocolis repolho e
cogumelos sendo as demais juntamente com as frutas, consideradas fontes pobres do mineral
(RAYMAN, 2000; ALISSA, BAHIJRI e FERNS, 2003). Ha de se considerar que a maioria
deste tipo de hortaliga ndo faz parte dos habitos alimentares da populacéo brasileira.

Na crianga portadora de TEA, a aceitagdo alimentar inadequada devido a seletividade
e monotonia, juntamente com a possibilidade de baixa oferta destes alimentos podem ser

causa de baixas concentracdes plasmaticas de selénio (JOHNSON et al., 2008).

2.4.3 Funcdes do Selénio

O selénio estd intimamente relacionada as complexas funcGes enzimaéticas e
metabolicas, fazendo parte da enzima glutationa peroxidase, que catalisa a oxidacdo da
glutationa reduzida para a oxidada. A glutationa reduzida protege os lipidios das membranas e
outros constituintes celulares contra a lesdo oxidativa através do desdobramento do perdxido
de hidrogénio e dos hidroperoxidos dos acidos graxos (BROOME et al., 2004; HOFFMAN et
al., 2010).

Para Daniels (2004, 2008), Rayman (2000) e Combs (2001), a fun¢do mais conhecida
do selénio é a sua acdo antioxidante, eliminando ou neutralizando perdéxidos de hidrogénio

(HOOH) e perdxidos organicos.
H,0,+2GSH_—_ ™, 2H,0 + GSSG
LOOH + 2GSH——=2%  2H,0 + GSSG + LOH
H,0, - Peroxido de hidrogénio
LOOH — Hidroperdxido Lipidico

LOH — Hidroxido lipidico
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Além de atuar na detoxificacdo do peroxido de hidrogénio e de outros perdxidos
organicos, a glutationa peroxidase também desempenha um papel importante na manutencao
de grupos sulfidrilas vitais na forma reduzida, na producdo de horménios derivados do acido
araquidénico e no metabolismo de compostos estranhos ao organismo, como por exemplo, 0s

compostos aromaticos derivados de plantas e pesticidas (FERREIRA et al., 2002).

O selénio em conjunto com a vitamina E reforcam as suas atividades antioxidantes,
pela sobreposicdo de suas acOes protetivas contra os danos oxidativos que ocorrem nas
células. As enzimas compostas de selénio sdo caracterizadas em diferentes tipos, designadas
por nimeros, agindo da mesma forma, catalisando a mesma reacdo bésica diferenciando-se
uma da outra pelo seu local de acdo (GROPPER, SMITH, e GROFF, 2009). Por exemplo, a
GPx1 é encontrada na maioria dos tecidos humanos principalmente no figado, rim e glébulos
vermelhos, enquanto a GPx2 é encontrada no trato gastro intestinal e figado (ALMONDES et
al., 2010).

A GPx age no citoplasma e matriz mitocrondial, enquanto a vitamnina E exerce seus
efeitos dentro das membranas celulares (MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

A funcdo mais pesquisada do selénio em relacdo a salde humana esta associada a
prevencdo de cancer. Devido as funcbes antioxidantes das variadas selenoproteinas este
elemento estd envolvido em vérios aspectos da fisiologia celular no céncer
(STEINBRECHER et al., 2010; KLEIN et al., 2011). E demonstrado que a suplementac&o de
Se reduz a incidéncia de cancer hepético, esofagiano, pancreatico, colénico e mamario
(DUFFIELD-LILLICO et al., 2002).

Concentragbes adequadas de selénio sdo fundamentais ao funcionamento do sistema
imunologico, influenciando o desenvolvimento e a expressdo de respostas humorais e
celulares. A suplementacdo do mineral, mesmo em individuos aparentemente sem deplecéo,
induz efeito imuno-estimulante evidente, aumentando a proliferacdo e ativacéo das células T,
dos linfdcitos citotoxicos e natural killers. A diferenciacéo de linfocitos T-CD4, polarizando a
resposta preferencialmente de T-helper 1 do que T-helper 2 é outro efeito benéfico da
suplementacdo (BROOME et al., 2004; HOFFMAN et al., 2010).

A principal proteina transportadora de Se no plasma, a Se PP1, desempenha a funcao
de distribuir o Se para o tecido cerebral, por se ligar a um receptor de superficie apoER2

(receptor E2, que contem cisteina), um membro das familias dos receptores lipoproteicos.
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Tem funcdo neuroprotetora, aumentando a sobrevivéncia neuronal e prevenindo a apoptose

celular.

O aumento do estresse oxidativo tem sido relacionado com a patogénese de varias
doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer e Parkinson. Nos individuos
portadores destas doencas, 0s niveis da GPx4 e SePP 1, bem como a expressdo dos seus genes
reguladores, estdo alterados. Na doenga de Alzheimer ocorre a formagdo das placas -
amildide que estd associada a baixa concentracdo de selénio e ao estresse oxidativo
(TAKEMOTO, BERRY e BELLINGER, 2010).

2.4.4 Deficiéncia de Selénio

Em algumas areas da China e leste da Sibéria, onde ocorre deficiéncia deste elemento,
sdo relatadas principalmente a doenca de Keshan, uma cardiomiopatia que acomete
principalmente mulheres e criancas e a doenca de Kashin-Beck, uma osteoartropatia
degenerativa. A baixa ingestdo deste elemento pelos habitantes destas areas é decorrente do

fluxo insuficiente através da cadeia solo-planta-animal-ser humano.

Pacientes com certos tipos de cancer tem mostrado concentracfes plasmaticas baixas
desse mineral, uma possivel explicacdo seria a falha na acdo da enzima GSH GPx em eliminar
os radicais livres produzidos pela célula de maneira eficaz, desencadeando alteracGes

estruturais e consequentemente divisdo celular anormal (LATAVAYOVA et al., 2006).

Quando se considera as deficiéncias nas fontes alimentares deve ser levado em conta a
relacdo direta existente entre a quantidade de selénio no solo, o que determina a concentracdo
deste mineral nos alimentos (MERIAN, et al., 2004; BURTS e ASHWOOD, 2001).

2.4.5 Absorgéo, Metabolismo e Excrecao do Selénio

O Se pode ser absorvido pelo organismo humano a partir das formas organicas

(selenometionina e selenocisteina) e inorganicas (selenato de sodio e selenito de sddio)



49

(BRITO, 2007). O duodeno parece ser o primeiro local de absorcao, seguido pelo jejuno e ileo
(MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

A selenometionina apds ser absorvida no intestino delgado, por um processo
transporte ativo acoplado ao sédio e por difusdo facilitada, entra na corrente sanguinea no
pool de metionina. O selénio contido na selemetionina entra no sangue e se liga a grupos de
sulfridrilos, enzimas a ¢ B-globulinas e lipoproteinas de baixa densidade. E transportado para
o figado através da circulacdo portal, onde uma porcdo é extraida pelos hepatécitos e
incorporada a L-metionina até ocorrer a metabolizacdo por transulfuracdo. O restante é
transportado pela circulacdo sanguinea através da selenoproteina P para os varios tecidos do
organismo (BRITO, 2007). Os metabolitos metilados sdo excretados em sua maioria pela
urina (ESAKI, 1982; DA SILVA, 2006).

O aumento da ingestdo de selénio resulta no aumento da excrecdo desse mineral na
urina. A avaliacdo do status de selénio pode ser feita através da medida diretamente do
selénio ou da atividade da enzima GPX no plasma, plaquetas, eritrocitos ou do sangue total. A
dosagem da concentracdo de sanguinea de selénio é um indicador da ingestdo de curto
periodo de selénio, sendo que a medida de unha e cabelo reflete uma ingestdo de longo
periodo (MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

2.4.6 Recomendacdes Diéarias de Selénio

A ingestdo diaria recomendada (RDA) de selénio segundo a FNB 2000, do Instituto de
Medicina, das Academias Nacionais dos EUA € de:
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Tabela.5 — Recomendacdo de ingestdo diéria de selénio

Idade Homens Mulheres Gestantes Lactantes

0—6 meses 15 pg/dia 15 pg/dia - -

6 meses—12 meses 20 pg/dia 20 pg/dia - -

1-3 anos 20 pg/dia 20 pg/dia - -
4-8 anos 30 pg/dia 30 pg/dia - -
9-13 anos 40 pg/dia 40 pg/dia 60 pg/dia 70 pg/dia
14-18 anos 55 pg/dia 55 pg/dia 60 pg/dia 70 pg/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.

As necessidades de selénio podem aumentar se 0 consumo de gorduras saturadas
for elevado, por causa da exigéncia de atividade antioxidante da enzima GSH Px (ASHTON
et al., 2009; MAHAN, ESCOTT-STUMP e RAYMOND, 2012).

2.4.7 Toxidade de Selénio

A toxicidade acontece quando a concentracdo do mineral no organismo excede a
capacidade de excrecdo, que pode ser observado em individuos expostos, como consumidores
de suplementos contendo excesso desse micronutriente ou em trabalhadores em minas. Os
primeiros sintomas da selenose, incluem especialmente o halito com odor de alho, nausea,
erupcdes na pele, dermatite, disturbios gastrintestinais, anomalias do sistema nervoso, artrite,
fadiga e queda de cabelos (BURTIS e ASHWOOD, 2001).

Em estudo realizado por Cozzolino (2007) na cidade de Macapa, onde a farinha de

castanha-do-brasil é utilizada na merenda escolar, foi observado que todos os parametros
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bioguimicos analisados em criancas estavam muito acima dos valores de referéncia, indicando
a necessidade de cuidado quantos aos possiveis efeitos adversos. O Se quando ingerido em

doses acima de 400ug ao dia e por tempo prolongado possui efeito toxico.

Tabela 6 — Limite de ingestdo diaria de selénio

Idade Homens Mulheres Gestantes Lactantes
0-6 meses 45 pg/dia 45 ng/dia - -
6 meses—12 meses 60 ng/dia 60 pg/dia - -
1-3 anos 90 pg/dia 90 pg/dia - -
4-8 anos 1500 pg/dia 150 pg/dia - -
9-13 anos 280 pg/dia 280 pg/dia - -
14-18 anos 400 pg/dia 400 pg/dia 400 pg/dia 400 pg/dia

Adaptado de Food and Nutrition Board, 2001.

2.4.8 O Papel do Selénio nas Criancas Portadoras do Transtorno do Espectro Autista

A importéncia do conhecimento das concentracdes de Se esta na fato deste elemento
qguimico participar das enzimas como a glutationa peroxidase, promovendo a defesa
antioxidante. Evidéncias crescentes sugerem o papel do stresse oxidativo nas manisfestacdes
do autismo (CHAUHAN et al., 2004; MCGINNIS, 2004).

O Mato Grosso do Sul é uma regido com vegetacdo tipo cerrado, por isso apresenta
baixas concentragdes de Se. A concentracdo deste elemento na populagdo esta abaixo dos
valores de referéncia propostos pela OMS (MOURA et al., 2009).
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Assim, espera-se que nos individuos portadores de TEA as concentra¢fes plasmaticas

sejam ainda menores, considerando as particularidades destes individuos.

Priya and Geetha (2011) em estudo com criangcas com TEA observaram que as
concentracdes de selénio no cabelo e unhas foi menor do que a concentragfes encontradas no

grupo controle.

Por outro lado, o estudo De Palma et al., (2012) mostrou que as concentracfes de Se
no cabelo de criangas autistas apresentou-se mais alta do que o grupo controle. Ja Jory (2008),
mostrou que a concentracdo de Se nos globulos vermelhos de criancas autistas e do grupo

controle foi similar.

E os outros estudos (MUNTAU, 2002; XIA, 2004; XIA 2010) descrevem os efeitos da
suplementacdo de Se e seus biomarcadores (Selenoproteina P), mas ndo sobre a concentracédo
de Se em criangas autistas. Assim observa-se a necessidade de mais estudos nas criangas
portadoras de TEA.

Assim, conhecer a concentracdo plasmatica de Se nos individuos portadores de TEA

no municipio de Campo Grande € altamente desejavel.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentracdes plasmaticas dos elementos traco cobre, zinco e selénio em

criangas portadoras com transtorno do espectro autista.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Auvaliar o estado nutricional das criancas com transtorno do espectro autista;

2) Dosar a concentracao plasmatica dos elementos tracos: cobre, zinco e selénio;

3) Comparar os resultados da avaliagdo nutricional e das concentragfes dos elementos
tracos, dos individuos com o conjunto de dados disponiveis na literatura nacional e
internacional;

4) Discutir os resultados com as informac6es da literatura.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo transversal e descritivo analitico, realizado na
Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais —APAE/ e Complexo de Atendimento

Multidisciplinar de Saude — CAMS, localizado no municipio de Campo Grande/MS.

4. 2 Aspectos Eticos

O protocolo de estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa
em Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Anexo 1). O termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido previamente dos pais e/ou responsaveis

de cada participante do trabalho (Apéndice 1).

Em atendimento a Resolugédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, foi assegurada a
confidencialidade, a privacidade, a protecdo da imagem e a ndo estigmatizacao dos sujeitos da

pesquisa. O protocolo de coleta de dados encontra-se no Apéndice 2.

Este estudo foi realizado entre os meses de novembro a dezembro de 2012.
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4.3 Sujeitos da Pesquisa

Foram estudados 23 individuos de ambos 0s géneros, abaixo de 18 anos de idade,
portadores do Transtorno do Espectro Autista, cadastrados no CAMS/APAE de Campo
Grande/MS e moradores desta cidade. O diagndstico foi confirmado por médico neurologista

da instituicéo.

N&o participaram ou foram excluidos os individuos portadores de doencas do
metabolismo, insuficiéncia hepatica ou insuficiéncia renal. Também ndo foram incluidas as
criancas em uso de medicacdo contendo cobre, zinco ou selénio ou com suplementacao
indireta destes elementos quimicos. As criancas indigenas e de regido de fronteira nédo

participaram do estudo.

4.4 Coleta de Dados

Apo6s o preenchimento do protocolo de dados os individuos foram submetidos a
puncdo venosa para coleta de material bioldgico para que os niveis plasmaticos dos elementos

fossem determinados.
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4.4.1 Avaliagéo do Estado Nutricional

O peso e a altura foram registrados no inicio da avaliacdo. O estado nutricional foi
verificado através dos indices peso para a idade (P/I), altura para idade (A/l) e peso para altura
(P/A), tomando-se como referéncia as curvas de crescimento da OMS, 2007 preconizadas

pela Sociedade Brasileira de Pediatria.

O valor do peso foi obtido usando uma balanca mecénica da marca Filizola®

comumente utilizada em pediatria.

As criancas até os 2 anos de idade foram pesadas na mesma balanca tipo pediatrica. O
paciente foi despido e posicionado de maneira que o peso fosse igualmente distribuido na

superficie da balanca, proporcionando maior conforto e menor risco de acidentes.

A partir da idade de 2 anos, o peso foi medido com balanca do tipo adulto, com
graduacdo de 100g. Em qualquer caso a crianga ou o adolescente manteve-se em pé sem
apoio, com os bracos estendidos ao longo do corpo, descalgco, com roupas leves, posicionado

no centro da plataforma e evitando movimentar-se.

A estatura nos menores de 2 anos de idade foi medida com a mesma régua
antropométrica em decubito dorsal. A criangca manteve-se deitada sobre superficie plana
horizontal, vestindo apenas roupas leves, com o limite superior fixo (zero) ajustado ao pélo
cefalico, os olhos voltados para cima, evitando-se a flexdo ou extensdo do pescoc¢o e o limite

inferior, movel, ajustado ao plano dos pés (PETROSKI, 2003).

A estatura das criangas maiores foi medida com o estadiometro vertical da balanca. O

calcanhar, a regido glutea, as costas e o pélo occipital cefalico foram posicionados junto ao
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anteparo vertical do estadibmetro, com o0s bracos ao lado, acompanhando o corpo

(PETROSKI, 2003).

Também para avaliagcdo nutricional dos pacientes, foram coletadas as medidas da

circunferéncia braco (CB) e prega cutanea do triceps (PCT).

Para a mensuracdo da circunferéncia do braco a técnica utilizada foi a seguinte:

O individuos flexionaram o cubito a 90° com a palma da méo voltada para cima,
calculou-se entdo a distancia entre os pontos de referéncia anatdbmica e marcou-se o0 ponto
central com lapis demografico, envolvendo o brago com a fita antropomeétrica, de forma que

esta repouse sobre o ponto marcado, fez-se a afericdo (PETROSKI, 2003).

Para a prega cutanea do triceps a técnica de mensuracao foi:

O avaliado na posicao ortotatica, bracos estendido e relaxados ao longo do corpo

A dobra foi medida/ pincada com compasso de dobras cutaneas Lange® verticalmente
no ponto médio da face posterior do braco, entre o processo acromial da escapula e o processo

do olécrano da ulna (PETROSKI, 2003).

4.4.2 Andlises Laboratoriais

As amostras de sangue para analise dos dados laboratoriais foram coletadas por
enfermeira, pela manhd com os individuos em jejum. Cada amostra foi imediatamente
transferida para um tubo de polipropileno a vacuo, préprio para coleta de elementos tracos

(BD Vacutainer Systems) e centrifugado durante 15 minutos com uma forga relativa de
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centrifugacdo de 3000g. O plasma foi distribuido em tubos Eppendorf de polipropileno e

imediatamente congelados a —18°C.

Todos os materiais de plastico ou de vidro utilizados no estudo foram previamente
imersos por um periodo minimo de 24 horas em solucdo de Extran (Merck) a 5%, enxaguados
abundantemente em agua corrente e novamente imersos por um periodo de pelo menos, 24
horas em solucdo de &cido nitrico (Merck) a 10%, para descontaminacdo de qualquer residuo
de metal. Em seguida, foram lavados cuidadosamente com &gua ultrapura do tipo Milli-Q

(Millipore, Bedford, Estados Unidos) e secados em estufa a 70°C.

As leituras das concentraces plasmaticas de cobre, zinco e selénio foram realizados
pelo aparelho ICP-OES (Espectrometro de Emissdo Optica com Plasma de Argdnio
Indutivamente Acoplado) da marca Thermo®. O ICP-OES é uma técnica de analise
sequencial/simultanea que se baseia nas observacdes de emissfes de radiacdo dos elementos
constituintes da amostra, em um plasma de arg6nio acoplado. Somente para leitura de Se, foi
utilizado a solucédo de geracdo de hidretos (hidroxido de sodio e borohidreto de sédio), na qual
potencializa o espectro de leitura, por ser um elemento que esta na concentracdo de partes por
bilhdo (ppb). Os comprimentos de ondas para leitura de cobre, zinco e selénio, foram 324,75

nm, 213,86 nm e 196,09 nm respectivamente.

Para a determinacdo dos elementos tracos as amostras foram previamente
descongeladas e 0,5ml de cada uma delas foi diluida em uma solucéo de 4,5ml agua ultrapura
do tipo Milli-Q com acido nitrico (HNO3) a 1%, e Triton X® a 0,01% (surfactante), atingindo

um volume final de 5 ml.

Para a construcédo das curvas de calibracdo de cobre e zinco foram utilizadas solugcbes
padrdo multielementar nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 mg/L e para o selénio na

concentragéo de 50, 100, 150 e 200 pg/L. Todas as amostras foram lidas em triplicatas.
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4.5 Andlise Estatistica

A comparacdo entre os géneros em relacdo as variaveis idade, peso, estatura, IMC, CB
e PCT, foi realizada por meio do teste t-student. O mesmo teste foi utilizado para a
comparacdo entre 0s géneros, em relacdo aos niveis dos elementos tragos cobre, zinco e
selénio. A avaliacdo da associacdo entre o género das criancas e o estado nutricional das
mesmas foi realizada por meio do teste do qui-quadrado. A comparacdo entre os estados
nutricionais, em relacdo aos niveis dos elementos tracos cobre, zinco e selénio foi realizada
por meio do teste ANOVA de uma via. A avaliacdo da correlacéo linear entre a circunferéncia
do braco, bem como da prega cutanea tricipital, com os niveis dos elementos tracos foi
realizada por meio do teste de correlacdo linear de Pearson. Os demais resultados das
varidveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na
forma de tabelas. Para a andlise estatistica foi utilizado o “software” SigmaStat, versdo 3.5 ou

InStat, versdo 3.0. Foi adotado como significativo o valor de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 23 individuos portadores de transtorno do espectro
autista, sendo que 43,5% (n = 10) deles eram do género masculino e 56,5% (n = 13) deles
eram do género feminino. A idade dos individuos variou entre 1 a 12 anos, sendo a idade
média de 6,87 £ 3,32 anos (média + desvio padrdo da média). De forma geral, o peso dos
individuos foi de 33,72 + 26,21 kg, a estatura foi de 1,27 + 0,27 m, o IMC foi de 18,43 + 5,87
kg/m?, a circunferéncia do brago foi de 22,09 + 6,33 cm e a prega cutanea tricipital foi de
16,44 + 12,00 mm.

N&o houve diferenca significativa entre os géneros em relagdo as variaveis citadas
(teste t-student, valor de p variando entre 0,098 e 0,791). Os resultados referentes a idade,
peso, estatura, IMC, CB e PCT dos individuos, de acordo com o género e no total estdo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Resultados referentes a idade, peso, estatura, IMC, CB e PCT das criancas, de

Variavel Masculino Feminino
Total Valor de p®
(n=23) (n=10) (n=13)
Idade (anos) 6,87 + 3,32 8,00 + 3,59 6,00 £2,94 0,157
Peso (kg) 33,72 £ 26,21 40,93 £ 32,67 28,18 £ 19,56 0,257
Estatura (m) 1,27 £0,27 1,37 £ 0,30 1,19+0,22 0,098
IMC (kg/mz)* 18,43 + 5,87 18,82 + 6,94 18,14 + 5,18 0,791
CB (cm)** 22,09 +6,33 22,710+ 7,15 21,62 +5,88 0,694
PCT (mm)*** 16,44 + 12,00 14,70 £ 11,18 17,77 + 12,87 0,555

Os resultados estdo apresentados na forma de média + desvio padrdo da média. *IMC — Indice de massa
corporal; ** CB — Circunferéncia do brago; *** PCT — Prega cutanea tricipital. * Valor de p no teste t-student.

A distribuicdo dos individuos de acordo com o género e o estado nutricional das
mesmas esta apresentada na Tabela 8. Dos 23 individuos avaliados, 13,0% (n= 3) foram
classificados como apresentando baixo peso, 47,8% (n= 11) estavam eutréficos, 8,7% (n= 2)
estavam com sobrepeso e 30,4% (n= 7) foram classificados como obesos. Ndo houve
associacdo significativa entre o género e o estado nutricional dos individuos (teste do qui-

quadrado, p 0,529).
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Tabela 8: Distribuicdo dos individuos de acordo com o género e o estado nutricional dos

mesmaos.
Estado nutricional Amostra total Geénero

(p 0,529%) (n=23) Masculino (n=10)  Feminino (n= 13)
Baixo peso 13,0 (3) 20,0 (2) 7,7(1)
Eutroéfico 47,8 (11) 50,0 (5) 46,1 (6)
Sobrepeso 8,7 (2) 0,0 (0) 15,4 (2)
Obeso 30,4 (7) 30,0 (3) 30,8 (4)

Os resultados estdo apresentados na forma de frequéncia relativa (frequéncia absoluta). * Valor de p no

teste do qui-quadrado.

Também ndo houve diferenca entre os géneros, em relacdo a concentracdo aos
elementos traco cobre (teste t-student, p 0,691), zinco (p 0,949) e selénio (p 0,282). De forma
geral a concentracdo de cobre foi de 0,83 £ 0,37 mg/L, o de zinco foi de 1,05 £ 0,73 mg/L, o

de selénio foi de 50,23 + 27,00 ug /L. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados referentes a concentragdo plasmatica dos elementos trago cobre, zinco e
selénio de acordo com o género e total.

Género
. Total ) o Valor de
Variavel Masculino Feminino *
(n=23) P
(n=10) (n=13)
Elementos traco
0,83+0,37
Cobre (mg/L) 0,79+£0,39 0,86 £ 0,37 0,691
(0,35a1,65)
1,05+0,73
Zinco (mg/L) 1,07 £ 0,64 1,05+ 0,82 0,949

(0.32a3)
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50,23 + 27,00
Selénio (ug/L) 43,18 + 20,44 55,65 + 30,82 0,282
(16.8 a 142)

Os resultados estdo apresentados na forma de média + desvio padrdo da média. * VValor de p no teste t-student.

A concentragdo média dos elementos traco cobre e zinco avaliados neste estudo ficou
dentro da faixa dos valores de referéncia para cada elemento, j& a avaliacdo de selénio ficou
abaixo dos valores de referéncia para o elemento.

Os resultados referentes a concentracao plasmatica dos elementos trago cobre, zinco
e selénio, de acordo com o estado nutricional, estdo apresentados na Tabela 10. N&do houve
diferencga entre os estados nutricionais, em relacdo ao nivel de cobre, zinco e selénio (teste

ANOVA de uma via, valor de variando entre 0,599 e 0,706).

Tabela 10: Resultados referentes a concentracdo plasmatica dos elementos traco cobre, zinco
e selénio de acordo com o estado nutricional.

Estado nutricional

Variavel 5fi Valor
Baixo Peso Eutroéfico Sobrepeso Obeso de p*
(n=3) (n=11) (n=2) (n=7)
Elementos traco
Cobre (mg/L) 0,83+ 0,56 0,73+0,31 0,83+ 0,45 0,98 + 0,40 0,609
Zinco (mg/L) 1,38+ 0,89 1,14+ 0,95 0,90 £ 0,07 0,82 £ 0,26 0,706
Selénio (ug/L) 4513+6,91 4558+ 21,93 41,60 +650  62,23+40,08 0,599

Os resultados estéo apresentados na forma de média + desvio padrdo da média. * Valor de p no teste ANOVA de
uma via.

Né&o houve correlagéo linear entre os elementos trago cobre, zinco, e selénio, com as

medidas de circunferéncia do braco e prega cutanea tricipital (teste de correlagdo linear de
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Pearson, valor de p variando entre 0,482 e 0,697). Estes resultados estdo apresentados na

Tabela 11.

Tabela 11: Resultados referentes a avaliacdo da correlacdo linear entre as medidas CB e PCT

com as variaveis concentracdo plasmatica dos elementos traco cobre, zinco e selénio.

Medida
Variavel
Circunferéncia do braco Prega cuténea tricipital
Elementos tracgo
Cobre (mg/L) p 0,611;r0,112; r? 0,013 p 0,697; r 0,086; r?0,007
Zinco (mg/L) P 0,635; r 0,104; r? 0,011 p 0,482; r 0,154; r?0,024
Selénio (ug/L) p 0,488; r 0,152; r? 0,023 p 0,681; r -0,091; r?0,008

p valor de p no teste de correlacdo linear de Pearson; r coeficiente de correlacdo linear; r’ quadrado do
coeficiente de correlagéo linear.
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6 DISCUSSAO

O transtorno do espectro do autismo é caracterizado principalmente pelo comprometimento
das interacfes sociais e da comunicacdo, bem como do comportamento limitado e repetitivo.
Estimativas recentes mostram que a prevaléncia do TEA, tanto na Europa como nos EUA tem
aumentado entre 5 a 10 vezes nos Gltimos anos, sendo parte atribuida & melhoria das préaticas

diagndsticas (GARDIA, 2004; KLIN, 2006; REGO, 2012).

Apesar de décadas de pesquisas e investigacdes, a etiologia do autismo permanece indefinida,
pois se trata de um distdrbio complexo e heterogéneo, provavelmente de causas multifatoriais e
multidimensionais. Além dos fatores genéticos, os fatores ambientais, como exposi¢Oes toxicas,
contribuem significativamente na patogénese, afetando o desenvolvimento da doenca através dos

mecanismos epigenéticos (GUPTA e STATE, 2006).

Vaérias regides cerebrais podem estar envolvidas no processo de desenvolvimento da
patologia, incluindo o cerebelo, o hipocampo, a amigdala, os ganglios da base e o corpo caloso, porém
as anormalidades celulares e metabdlicas, base para o desenvolvimento cerebral anormal permanecem

desconhecidas (DE PALMA et al., 2012).

Apesar das varias anormalidades metabolicas que sdo identificadas na crianca com TEA,
como alteracdo na funcdo de neurotransmissores, ainda ndo existem marcadores bioldgicos

recomendados para a avaliacdo destes pacientes.

Os bioelementos desempenham um papel importante no metabolismo das células do sistema
nervoso central. Tanto a deficiéncia quanto o excesso de minerais essenciais e elementos tragos podem
causar uma série de disfungdes neuroldgicas. Estudos evidenciam que criancas portadoras de TEA
apresentam um quantidade mais elevada de alguns metais no organismo quando comparadas com

criancas normais (KERN et al., 2012; ADAMS et al., 2013; BJORKLUND, 2013). E sabido que a
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concentracdo de minerais na alimentacdo diaria varia em funcdo de fatores ligados a producgdo, como
por exemplo, a fertilizacdo do solo, regido onde o alimento foi produzido, bem como as condi¢bes de
manipulacdo e industrializacdo. Por outro lado, a aceitagdo alimentar da crianca com TEA geralmente
apresenta diferencas quando comparada com a crianga ndo portadora desta doenca, devido a
seletividade e pela alteracdo da absorcdo intestinal apresentada pelos pacientes (SANTOS,

BERNARDI e BRECAILO, 2013).

Desta forma, a avaliacdo das concentraces plasmaticas de alguns elementos quimicos como
cobre, zinco e selénio na crianga portadora de TEA moradoras no municipio de Campo Grande é de
grande interesse. Além disso, contribuird com seus resultados para os futuros estudos de metanalise

referentes ao assunto.

O CAMS, onde a coleta de material do presente estudo foi realizada, é um local de assisténcia
as criangas portadoras de necessidades especiais vinculado ao SUS. A procura dos pais pela instituicdo
é por livre demanda ou encaminhamento médico, de qualquer unidade de saide do estado de Mato
Grosso do Sul. Assim, esta instituicdo atende a criancas portadoras de varias patologias neuroldgicas

proveniente de todo o estado.

O TEA acomete predominantemente individuos do género masculino em uma proporcao que
varia de 3:1 a 5:1 em relacdo ao género feminino (CAMARGO et al., 2005; FOMBONNE, 2005).
Neste estudo, que incluiu 23 individuos, esta proporcao nao foi observada, sendo a proporg¢éo entre os

géneros masculino e feminino foi de 0,77:1.

A organizacdo e distribui¢do dos individuos atendidos com TEA, em seus diferentes graus de
comprometimento nos diversos locais de Campo Grande/MS, poderia ser uma explica¢do razoavel
para a diferente proporcdo entre os géneros observados neste estudo. Estes fatos, provavelmente,
contribuiram para que a proporcdo entre meninos e meninas do presente estudo, fosse diferente
daguela conhecida na literatura mundial e também no Brasil, onde ha uma clara predominéncia no

género masculino com esta doenca.
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De qualquer modo, como ndo hé diferenca das concentragdes plasmaticas dos elementos traco
entre 0s géneros, portanto a predominancia do género feminino no presente estudo, nao influenciou

nos resultados.

A populagéo brasileira esta passando por um processo de transi¢do nutricional onde se observa
uma diminuigéo da prevaléncia de subnutricdo e um evidente aumento do sobrepeso e da obesidade
infantil (ABRANTES et al., 2002; GIGANTE et al., 2003, BARRETO, BRASIL e MARANHAO,

2007).

J& para as individuos portadores de TEA, em estudo realizado no estado de Oregon (EUA),
18,1% delas apresentavam sobrepeso e 17% obesidade (ZUCKERMAN et al., 2014). Um estudo turco
de Bicer e Alsaffar 2013, mostrou 58% dos individuos com sobrepeso e obesidade e 11% com
desnutricdo e baixo peso. Segundo Abreu (2011) individuos autistas tem entre 2 a 3 vezes mais

possibilidades de serem obesas quando comparadas a populagéo geral.

No presente estudo a porcentagem de criangas portadoras de obesidade (30,4%) & mais
elevada a aquela encontrada na populacgdo brasileira, em estudo recente Flores et al., (2013), mostrou a
prevaléncia de baixo peso em menos de 5%, de sobrepeso e 22% e obesidade de 12,2%. A tendéncia a
monotonia alimentar que acompanha a crianca com TEA, devido a dificuldade de aceitar mudancas,
insistindo em manter o mesmo tipo de alimento, quer seja pela sua cor, textura ou consisténcia, pode
justificar uma ingestdo alimentar desbalanceada. Por outro lado, a prevaléncia de baixo peso foi
elevada. Desta forma, tanto o baixo peso como o sobrepeso e até mesmo a obesidade podem advir
numa proporcdo diferente das criancas ndo portadoras de TEA, como observado neste estudo

(BALABAN E SILVA, 2001; RIBEIRO et al., 2006).

Os bioelementos desempenham um papel importante no metabolismo do sistema nervoso
central. Tanto a falta como o excesso podem causar uma variedade de alterag@es clinicas contribuindo

para a fisiopatologia das doencas neuroldgicas e psiquiatricas.

Uma vez que a causa do TEA ainda é elusiva, fatores genéticos ambientais, imunolégicos e a

maior vulnerabilidade ao estress oxidativos sdo considerados. Neste contexto, as enzimas envolvidas
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na eliminacdo direta dos radicais livres, como a superdxido dismutase, a glutationa perioxidase e a
catalase, necessitam dos minerais cobre, zinco, selénio, além do ferro e manganés para sua atividade

catalitica plena.

Na crianca portadora de TEA, as alteracGes relativas ao metabolismo do cobre sdo
frequentemente estudadas, porém néo sdo totalmente esclarecidas. Uma maior concentragdo de cobre é
observada no cabelo, unha e no plasma de criangas portadoras de TEA (PRIYA e GEETHA, 2011,

RUSSO et al. 2012).

Por outro lado, Chauhan et al., (2008) relatam em seu estudo que os niveis de celuloplasmina
estdo reduzidos nas criangas com TEA, porém nédo hé relatos dos valores das concentragdes de cobre
neste estudo. E sabido que a celuloplasmina transporta 95% do cobre circulante no plasma, refletindo
diretamente a concentracdo de cobre. Assim, pode ser especulado que no estudo de Chauhan et al.,

(2008) o cobre poderia igualmente se apresentar em concentracdes inferiores.

Kasama, Tanaka e Hirayama (1989), registraram em criancas autistas, valores iguais ao grupo

controle no que se refere as concentragGes de cobre e zinco.

Outro estudo mais recente mostra igualmente valores normais para a concentracdo plasmatica

de cobre para criancas portadoras de TEA (VERGANI et al., 2011).

Deve ser ponderado que os niveis de cobre estdo elevados nos portadores de TEA quando s&o
comparados com grupos controles. Isto ndo significa necessariamente que 0s niveis de cobre estejam
de fato acima dos valores superiores de referéncia. As concentra¢fes de cobre relatadas nos estudos,
apesar de mais elevadas que os controles, mesmo assim estdo dentro dos valores de referéncia

(RUSSO, et al., 2011; RUSSO e DE VITO, 2011).

No presente estudo, a média da concentracdo plasmética do cobre estd dentro dos valores de
referéncia. A concentracdo plasmatica de cobre depende basicamente da quantidade ingerida através
da dieta ou da agua (OMS, 1998). E possivel que estes dados observados para uma populacio de

criancas portadoras de TEA, moradoras na cidade de Campo Grande/MS, decorram de habitos
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alimentares destes pacientes associados a monotonia alimentar e as alteragdes do metabolismo do
cobre que ocorrem na doenca. Entre os 23 individuos que participaram do estudo, 2 (9%) deles
apresentaram valores plasmaticos de cobre acima do limite superior de referéncia, porém muito

préximos a normalidade, conforme também relatado na literatura (PRIYA E GEETHA, 2011).

No que se refere ao zinco, individuos com deficiéncia deste mineral podem desenvolver

alteracOes neuropsicologicas, tais como: instabilidade emocional, irritabilidade e depressdo (MAFRA

e COZZOLINO, 2004; RUSSO et al., 2012).

O estudo realizado por Priya e Geetha (2011), mostrou que os niveis de zinco foram
relativamente menores em criancas com TEA, quando comparadas com o grupo controle. As
alteracOes plasmaticas de Cu e Zn também podem refletir nas concentragcdes de Cu/Zn SOD. A
diminuicdo da concentracdo desta importante enzima antioxidante, contribui para o maior estresse
oxidativo nestes pacientes. A perda da homeostase do Cu e do Zn é supostamente um indicador

provavel da deficiéncia das metalotineinas (RUSSO, 2009).

O estudo realizado por Russo e De Vito (2011), com 79 criancas portadoras de TEA
evidenciou baixos niveis de Zn plasmatico e niveis mais elevados de cobre. Este grupo de criangas foi
comparado com um grupo controle de portadores de outras desordens neuroldgicas. Os autores
sugerem que o nivel baixo de Zn pode modular a sintese do neurotransmissor GABA, diminuindo sua
acdo. Ja, a maior concentracdo de cobre estaria associada aos altos niveis de norepinefrina que é
também detectada nestas criangas. A dopamina fB-hidroxilase é uma neuro enzima que cataliza a
formacdo de norepinefrina e 0 Cu é um cofactor requerido para a atividade desta enzima (RUSSO,
2011). Desta forma, a baixa concentracdo de GABA, associado a alta concentracdo de norepinefrina

poderia se manifestar como hiperatividade que é um sintoma da crianca autista.

Um estudo com 230 criangas americanas do estado da Pennsylvania, portadoras de TEA,
demonstrou a concentracdo plasmatica média de 131,5 mcg/L para o cobre e 76,9 mcg/L para o zinco.
O estudo foi realizado na cidade de Pittsburg, é a regido do pais onde a industria é responsavel por

76% da emissdo de mercurio na atmosfera (GBOR et al., 2006). Palmer et al., (2006, 2009)
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estabeleceram a relagdo entre a exposicao ambiental de mercdrio proveniente da fumaca das centrais
termoelétricas que utilizam carvao como combustivel e aumento da prevaléncia de autismo. Os efeitos
deletérios no sistema de metalotioneinas humanas, desencadeado pela exposi¢do aos metais pesados
como o mercurio, podem causar uma rapida utilizacdo do zinco, por seu efeito antioxidante. Isto seria
mais uma causa possivel para a menor concentracdo observada para o zinco em individuos expostos a

outros metais toxicos.

No presente estudo, a média da concentracdo de zinco esta dentro dos valores de referéncia,
porém é maior quando comparada com os estudos da literatura. E possivel que fatores nutricionais e
ambientais justifiguem tais achados. Apesar das caracteristicas da ingestdo alimentar das criangas

portadoras de TEA, a ingestao de zinco ndo esta comprometida.

O zinco e o cobre se comportam no organismo de maneira antag6nica, sendo que o zinco é um
metal que, preferencialmente, se liga as metalotioneinas em relacdo ao cobre. Uma explicagdo
razoavel para os resultados do presente estudo esta no fato da média das concentragcfes plasmaticas de
zinco estarem dentro dos valores de referéncia, que em funcdo da maior ligagdo com as
metalotioneinas, deslocaria o cobre para seus valores normais (BJORKLUND, 2013). Devido a essa
alteracbes do metabolismo, também a suplementacdo de Zn em pacientes com TEA leva a

normalizagdo dos niveis de Cu (RUSSO, 2011).

No presente estudo, a normalidade das concentracGes plasmaticas de cobre e zinco pode,
afinal, refletir parcialmente a falta ou menor exposicdo ambiental aos outros metais toxicos, que
desequilibram as relac@es entre cobre e zinco. Este fato isoladamente esté longe de explicar os achados
do presente estudo, pois é sabido que a crianca portadora de TEA apresenta uma marcada
inabilidadade nos processos de excrecdo dos elementos toxicos (PRIYA e GEETHA, 2011). Também,
é possivel que em fungdo das preferéncias alimentares, o balango entre estes elementos fique em
desequilibrio.

E concebivel que os distdrbios da mucosa gastro intestinal, que pode acontecer no TEA,

favorecam o crescimento de uma flora bacteriana anaerébica, com o aumento da producgdo de H,S na
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luz intestinal que por sua vez propicia a formagao de tiomolibidato. Os estudos de Blaurock-Busch et
al., (2012) e Bjorklung (2013) sugerem que o baixo nivel de molibdénio e zinco afeta diretamente o
cobre nestes pacientes. A deficiéncia de molibdénio na dieta pode ser um fator de risco por aumentar a
toxicidade de cobre. Uma interpretacdo alternativa para estes dados poderia ser que a ma absorcao do
molibdénio causada pela producdo anormal de H.,S no intestino, poderia agravar a sintomatologia dos
pacientes no que diz respeito ao cobre. No campo da nutrigdo animal é bem conhecido e documentado
que o excesso da concentragdo de cobre no figado de ovelhas pode ser prevenido pela adi¢cdo de

molibdénio na dieta destes animais.

Nos Ultimos 20 anos, o conhecimento do significado do selénio para saude humana tem sido
ampliado de modo consideravel. Os estudos aumentaram a compreensdo do complexo papel
metabdlico deste elemento no organismo, que dependendo da sua concentragdo tanto no meio
ambiente como dos alimentos ingeridos, pode apresentar um comportamento combinado, atuando
tanto como um microelemento essencial ao metabolismo como um elemento téxico. A concentracdo
de Se no organismo humano varia entre as diferentes areas geograficas do mundo, dependendo do
contetdo do elemento no solo, plantas, ingestdo pela dieta, biodisponibilidade, retencdo e também
interacdo com outros minerais.

O selénio é um importante nutriente com funcdo antioxidante que protege as membranas e
organelas celulares dos danos oxidativos, provocados pelos radicais livres. O aumento do estress
oxidativo no TEA tem sido demonstrado através da reducdo das enzimas antioxidantes glutatione
peoxidase, Cu/Zn SOD e aumento da lipoperoxidase (CHAUHAN e CHAUHAN, 2006; FRUSTACI
etal., 2012). Facilitando a unido entre o oxigénio e hidrogénio no final da cadeia metabolica, também
transfere ions através de membranas celulares e ajudar na sintese de imunoglobulina e ubiquinona,
assim este pode estar diretamente ligado com a prevencdo do stress oxidativo que ocorre no TEA
(FRUSTACI et al., 2012).

A acdo mais importante e conhecida do selénio se relaciona com as defesas antioxidantes,
conferindo protecdo aos tecidos contra o estresse oxidativo, que esta presente em vérias condi¢des

clinicas. A essencialidade do Se € baseada principalmente na formacdo das selenoproteinas, como a
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glutatione peroxidase e tioredoxina redutase, as quais exercem um papel essencial como enzimas

antioxidantes protegendo a célula dos danos oxidativos.

Nos individuos portadores de TEA, alguns estudos evidenciam uma concentracdo plasmatica
menor de selénio, enquanto outros mostram concentragdes mais elevadas que o grupo controle
(PRIYA e GEETHA, 2011; DE PALMA, 2012).

Em estudo recentemente realizado no municipio de Campo Grande, foi evidenciado em 76%
dos participantes, individuos livres de doengas, uma concentragdao plasmatica média de selénio abaixo
dos valores considerados atualmente como os mais adequados (FINOTTI e CONSOLO, 2013). Assim
sendo, é possivel supor que outros grupos da populagdo brasileira, mais vulneraveis as deficiéncias
nutricionais, ou relacionadas a condicdo clinica, como as doencas neurolégicas, poderiam apresentar

déficits ainda maiores.

A presenca de Se corrobora para a prote¢do antioxidante eficaz contra outros metais toxicos.
Esses metais, dentre eles o mercdrio, apresenta um efeito sinérgico negativo na qualidade do
desenvolvimento cognitivo da criangca. O mercurio tem sido o fator toxico mais testado na dltima
década. Alguns dos efeitos documentados da exposicdo a este metal inclui os déficits de
aprendizagem, alteragdes do comportamento, atraso mental, hiperatividade e autismo. (BROCKEL e

CORY-SLECHTA, 1998; WINDHAM, 1999).

Sabe-se que a crianca portadora de TEA apresenta maior acimulo destas substancias, ndo
simplesmente porgue estdo mais expostas, mas por marcada inabilidade nos processos de eliminacdo

do organismo (WALSH et al., 2002; MUTTER et al., 2005; RUSSO, 2009).

No presente estudo, a média de concentracdo plasmética de Se, foi 50,23 pg/L, valor este
ainda menor do que as concentra¢des observadas para a populagdo de Campo Grande que foi de 68,26
Hg/L (FINOTTI e CONSOLO, 2013). Fatores ambientais proprios da regido centro-oeste associados a
peculiaridades préprios dos individuos portadores de TEA, provavelmente explicam estes resultados.
E possivel considerar que, localmente, os individuos portadores de TEA est&o ainda mais expostos aos

efeitos da deficiéncia de Se.
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E necessério que outros estudos para faixa etaria pediétrica sejam realizados em individuos
ndo portadoras de doengas para estabelecer dados comparativos. Também é possivel considerar a
necessidade de avaliacdo das concentracBes plasmaticas de minerais, em especial do Se, visando a

possivel suplementacao nutricional.
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7 CONCLUSOES

[EEN
1

A avaliacdo nutricional dos individuos da pesquisa mostrou que mais da metade
destes sdo eutrdficos, predominando a obesidade como distarbio nutricional.

A concentracdo plasmatica de cobre e zinco sdo normais nas criancas portadoras
de TEA deste estudo

A concentracdo plasmatica de selénio é baixo de acordo com o valor de referéncia
para a faixa estudada

O estado nutricional ndo influencia na concentracdo plasmatica de cobre, zinco e
selénio

N&o houve correlacdo entre a avaliacdo nutricional e a concentracdo dos elementos
tragos

Tais resultados sugerem a necessidade de avaliacdo do perfil mineral do paciente

com TEA visando beneficios da suplementacao
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APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Seu filho (a) foi convidado a participar em uma pesquisa e vocé vai decidir se quer que ele
participe ou ndo. Por favor, ndo se aprece em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o que se
segue e pergunte todas as duvidas que tiver. Este estudo esta sendo conduzido pela
Pesquisadora Paula Fabiana Saldanha Tschinkel. A enfermeira Vanessa Cristina Schroder
Rosa procedera a coleta de material.

Por que o estudo esta sendo feito?

A finalidade deste estudo € verificar as concentracdes plasmaticas do zinco, cobre e selénio
em criangas com autismo e em conjunto avaliar a estado nutricional. Com o objetivo de
avaliar o perfil do metabolismo mineral e nutricional neste grupo.

Quem participara deste estudo?

Poderdo participar deste estudo, apds o consentimento dos pais ou responsavel, 20 criangas
autistas.

Como sera feito a verificacdo das concentrag¢fes plasmaticas dos minerais?

As dosagens serdo feitas através de uma coleta de sangue que serd realizada no laboratério de
metabolismo e nutricdo do NHU/UFMS.

Que prejuizo pode acontecer com a crianca analisada?

N&o esperamos que tal fato ocorra.

Que beneficio eu posso esperar?

O seu filho estara contribuindo para a realizagdo de um estudo onde, a partir dos resultados,
muitas conclusbes poderdo ser tiradas. Poderemos manté-lo informado dos resultados se

assim desejar.

Quem podera ver 0s registros e saber se quem esta participando?

Se vocé permitir a participacdo no estudo, o nome e identidade dos participantes serdo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador, e a equipe do

estudo, terdo acesso as informacdes.

Quem deve chamar se tiver qualquer divida ou problema?
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A Pesquisadora Paula Fabiana Saldanha Tschinkel pelo telefone (67) 9222-4529 o qual sera
disponibilizado todos os dados, e para esclarecimentos éticos ou dentincia o Comité de Etica
em Pesquisa da UFMS pelo telefone (67) 3345-7187.

Eu posso recusar a participar ou pedir para sair do estudo?

Sua participacdo no estudo é voluntéaria. Vocé pode escolher ndo fazer parte do estudo ou
desistir a qualquer momento. A recusa em participar do estudo ndo influenciara em nada em

seu tratamento.
Vocé receberd uma via assinada deste termo de consentimento.

Declaro que li e entendi esse formulario de consentimento e todas as minhas dividas foram

esclarecidas e que assino voluntariamente este termo para este estudo.

Nome do paciente

Assinatura e nome do responsavel

Assinatura do pesquisador data

A Pesquisadora Paula Fabiana Saldanha Tschinkel pelo telefone (67) 9222-4529



APENDICE 2 — Protocolo de coleta

Prontuério n°:

Data:

/

Identificacdo:
Sangue/ Amostra:

Tubo NUmero:

Melhor dia para consulta:

Nome crianca..

Idade/ Nasc...

Telefones celular e residencial com nome de contato:
Responsavel:

Naturalidade:

Endereco completo:

Procedéncia:

Email:

Histoéria;

MEDICACAO E SUPLEMENTOS EM USO ATUALMENTE:
Doencas Atualis e pregressas:

EXAMES:

Antecedentes Familiares:

Antropometria:

H:
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Peso:
Pressao:
Circunferéncia braco (CB):

Pregas cutaneas do triceps (PCT):

Acompanhamento Nutricional/ Evolugé&o:
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ANEXO 1 - Aprovacdo do Comité de Etica em Seres Humanos

2y Plataforma
UFMS N @rotﬂ

PARECER DO COLEGIADO
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ; PERFIL DAS CONCENTRAGOES PLASMATICAS: CALCIO, COBRE, MAGNESIO,
SELENIO E ZINCO DE CRIANGAS COM AUTISMO,

Pesquisador: Paula Fabiana Saldanha Tschinkel

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 08399612.5.0000.0021

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 132.431
Data da Relatoria: 25/10/2012

Apresentagao do Projeto:

Essa pesquisa interdisciplinar é relevante porque fara enfoque na analise do célcio, cobre, magnésio,
selénio e zinco nas criangas portadoras de

autismo. A pesquisa abrangeréa 4 &reas diferentes: a quimica bicinorganica, metabolismo mineral, a nutrigio
e a pediatria. A pesquisa permitira estabelecer de modo objetivo a dinamica do calcio, cobre, magnésio,
selénio e zinco na crianga portadora desta

grave doenca neurolégica. Esperase com este estudo verificar o comportamento destes minerais na crianga
autista, visando contribuir para o preenchimento de lacunas existente na literatura em relagso a este
assunto.

Objetivo da Pesquisa:

- Verificar as concentragdes plasmaticas do zinco, magnésio, cobre, selénio e célcio em criangas com
autismo.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Conforme consta no projeto nao caracteriza pesquisa (rotina do laboratorio). Enquanto pesquisa devera ser
informado os riscos no projeto e no TCLE, como, possivel hematoma, sangramento, desconforto devido a
utilizagdo de agulha.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia social.

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagdo/UFMS

Bairro:  Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: ((67) 33)45-7-187 Fax: ((67) 33)45-7-187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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N Plataf
UFMS S@rasi
Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Adequado.
Recomendagdes:
Néo se aplica.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Adequado.
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o
CAMPO GRA
s
o
e i (S
I
. &
E PSS

oordenador)

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagio/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: ((67)33)45-7-187 Fax: ((67)33)45-7-187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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