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RESUMO

MORAIS, J. B. S. Associacao entre cortisol, pardmetros do zinco e resisténcia
a insulina em mulheres obesas. 2018. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
Pos-Graduacao em Alimentos e Nutricdo, Universidade Federal do Piaui, Teresina-
PI.

INTRODUGCAO: A obesidade é caracterizada por altera¢cbes no metabolismo do
cortisol, que podem favorecer a manifestacdo de hipozincemia em obesos, fator
contribuinte para comprometimento da acao da insulina. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar a associacdo entre o cortisol, parametros do zinco e resisténcia a
insulina em mulheres obesas. METODOLOGIA: Estudo caso-controle envolvendo
mulheres na faixa etaria entre 20 e 50 anos de idade que foram distribuidas em
dois grupos: grupo caso (mulheres obesas) e controle (mulheres eutréficas). Foram
realizadas medidas do peso corporal, estatura, circunferéncia da cintura e calculo
do indice de massa corpérea. A andlise da ingestdo de zinco foi realizada por meio
de registro alimentar de trés dias, utilizando o programa Nutwin, versdo 1.5. Os
pardmetros bioquimicos do zinco foram determinadas segundo o método de
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente. As
concentracbes séricas de glicose e insulina de jejum foram determinadas pelo
meétodo colorimétrico e quimioluminescéncia, respectivamente. As concentracdes
de cortisol no soro e hemoblobina glicada foram determinas pelo método de
eletroquimioluminescéncia e cromatografia de troca lbnica, respectivamente. A
resisténcia a insulina foi avaliada por meio do célculo do indice HOMA-IR e
HOMAZ2-IR. Os dados foram analisados por meio do programa estatistico SPSS for
Windows 20.0. RESULTADOS: As concentracbes séricas de cortisol nédo
apresentaram diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05). Os valores médios do
consumo de zinco estavam superiores as recomendacdes, sem diferenca
estatistica entre os grupos estudados (p>0,05). As mulheres obesas possuiam
concentragdes plasméticas e eritrocitarias de zinco reduzidas, quando comparadas
ao grupo controle (p<0,05). As concentracdes de zinco urinario das mulheres
obesas estavam superiores ao grupo controle, com diferenca estatistica (p<0,05).
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos estudados em relacéo a glicose e
insulina de jejum, HOMA-IR e HOMA 2 (p>0,05). A analise da hemoglobina glicada
das pacientes obesas mostraram valores superiores, quando comparadas ao grupo
controle (p>0,05). Nado houve correlacéo entre o cortisol sérico, biomarcadores do
zinco e parametros glicémicos avaliados (p>0,05). CONCLUSAOQO: Na amostra de
mulheres obesas ndo se observou elevagdo nas taxas de cortisol e resisténcia
insulinica. No entanto, presentam comprometimento no estado nutricional relativo
ao zinco. Além disso, a andlise de regressao linear multipla entre o cortisol sérico,
parametros do zinco e controle glicEmico ndo demonstra influéncia desse hormdnio
sobre o metabolismo desse mineral e resisténcia a insulina.

Palavras-Chave: Obesidade. Cortisol. Zinco. Resisténcia a Insulina.



ABSTRACT

MORAIS, J. B. S. Association between cortisol, zinc parameter and insulin
resistance in obese women. 2018. Thesis (Master) — Master’s Program in Food
and Nutrition, Federal University of Piaui, Teresina, Piaui.

INTRODUCTION: Obesity is characterized by change in cortisol metabolism, which
may cause hypozincemia in obese individuals, a contributing factor for impaired
insulin action. Thus, the objective of this study was to evaluate the association
between cortisol, zinc parameters and insulin resistance in obese women.
METHODS: Case-control study involving women in the age group between 20 and
50 years old, who were divided: case group (obese women with a body mass index
= 35 kg / m?) and control group (women with a body mass between 18.5 and 24.9
kg / m2). Measurements of body weight, height, waist circumference and body mass
index were performed. The zinc intake analysis was performed using a three-day
food registration using Nutwin software, version 1.5. The biochemical parameters of
the zinc were determined according to the method of inductively coupled plasma
optical emission spectrometry. Serum glucose and fasting insulin was determined
by colorimetry and chemiluminescence, respectively. Serum cortisol concentrations
and plasma glycated hemoglobin were determined by electrochemiluminescence
and ion exchange chromatography, respectively. Insulin resistance was assessed
by calculating the HOMA-IR and HOMA2 index. Data were analyzed using the
statistical software SPSS for Windows 20.0 RESULTS: Serum cortisol
concentrations did not present statistical difference between the groups (p> 0.05).
The mean values of zinc consumption were higher than the recommendations, with
no statistical difference between the groups studied (p> 0.05). Obese women had
reduced plasma and erythrocyte zinc concentrations when compared to the control
group (p <0.05). The urinary zinc concentrations of obese women were higher than
the control group, with statistical difference (p<0.05). There was no statistically
significant difference between the groups in relation to glucose and fasting insulin,
HOMA-IR and HOMA 2 (p> 0.05). The glycated hemoglobin analysis of obese
patients showed higher values when compared to the control group (p> 0.05).
There was no correlation between serum cortisol, zinc biomarkers and glycemic
parameters evaluated (p> 0.05). CONCLUSION: In the sample of obese women
there was no increase in cortisol and insulin resistance rates. However, they
present a compromise in the nutritional status of zinc. In addition, multiple linear
regression analysis between serum cortisol, zinc parameters and glycemic control
does not demonstrate the influence of this hormone on the metabolism of this
mineral and insulin resistance.

Key words: Obesity. Cortisol. Zinc. Insulin Resistance
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1 INTRODUCAO

A obesidade é definida como acumulo excessivo de gordura corporal que
pode prejudicar a saude e aumentar a mortalidade (WHO, 2012). Essa doenca
aumenta o risco de desenvolvimento de diversas comorbidades como diabetes
mellitus tipo 2, doencgas cardiovasculares e cancer (CRUZ et al., 2017; MORAIS et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

Na patogénese da obesidade, ressaltam-se alguns aspectos que sao
considerados importantes por contribuirem para a manifestacdo de cormobidades,
dentre eles, destacam-se as desordens hormonais e metabdlicas como o estresse
oxidativo, inflamac&o crénica de baixo grau e a resisténcia a insulina (SCHERER et
al., 2012; SHIBATA et al., 2017).

Recentemente, tem havido um interesse crescente no que diz respeito aos
disturbios hormonais presentes na obesidade (FONTENELLE et al., 2017;
MARTINS et al.,, 2014; MOLICA et al.,, 2015). Nesse sentido, estudos tém
demonstrado alteracdes no metabolismo de diversos hormdnios, a exemplo do
cortisol, um glicocorticoide com secrecdo e sensibilidade alteradas em individuos
obesos (GEER et al., 2014; MARTINS et al.,, 2014). A desregulagédo do eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) contribui para sua hiperresponsividade,
aumentando a secrecao de cortisol, o que constitui fator de risco para diversas
desordens metabdlicas (CHAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2015).

O cortisol atua como importante regulador da funcdo enddcrina, do
metabolismo e diferenciacdo de adipdcitos, contribuindo na adipogénese e
aumento dos estoques de gordura visceral (CHAO et al., 2017; DESARZENS et al.,
2016; PECKETT et al.,, 2011). Além disso, esse glicocorticoide exerce papel
relevante na via de sinalizacdo da insulina, pois prejudica a sensibilidade a acéo
desse hormdénio em diversos tecidos, com consequente reducdo na captacao de
glicose, contribuindo para a manifestagédo da resisténcia a insulina (KAMBLE et al.,
2016; GEER et al., 2014).

Nessa tematica, outro ponto importante a ser destacado, diz respeito a
influéncia do cortisol no metabolismo de micronutrientes, a exemplo do zinco. Esse
horménio pode induzir a expressdo génica da metalotioneina e da proteina
transportadora de zinco ZIP-14, proteinas que “sequestram” o zinco plasmatico

para diversos tecidos, como hepético e adiposo, favorecendo a manifestagdo de
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hipozincemia, em particular na obesidade (BURY et al., 2008; FEITOSA et al.,
2012; NOH et al., 2014).

Nesse contexto, destaca-se que o zinco desempenha papel fundamental
na sintese, armazenamento e acao da insulina por estimular os receptores desse
horménio, proteger as células hepaticas e pancreaticas contra radicais livres, e
participar na estabilizacdo dos hexameros de insulina, sendo um nutriente com
funcd@o importante na sensibilidade a acdo da insulina (COOPER-CAPETINI et al.,
2017; RANASINGHE et al., 2015).

Portanto, considerando a influéncia do cortisol sobre a distribuicdo do zinco
em organismos de individuos obesos, 0 que consequentemente pode ser um fator
contribuinte para comprometer & acéo da insulina, bem como a inconsisténcia de
dados na literatura sobre o tema, torna-se evidente a necessidade de estudos que
possam evidenciar a associacdo entre esses marcadores e ainda 0s mecanismos

gue participam dessa interagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Metabolicos do Zinco

O zinco constitui um dos minerais tragos essenciais de maior importancia
na saude humana, por atuar como cofator de mais de 300 enzimas e 2000 fatores
de transcricdo, além de ser um importante mediador da sinalizacao celular (CHEN
et al.,, 2016; JUROWSKI et al., 2014). Atua principalmente como nutriente
sensibilizador da agédo da insulina, antioxidante e anti-inflamatorio, confere
estabilidade estrutural as membranas celulares e é um importante regulador da
expressao génica e do sistema endocrino (FOSTER et al., 2014; FUNG et al.,
2015; JANSEN et al., 2012).

Um individuo adulto saudavel possui entre 2 e 3 gramas de zinco,
distribuidos em todos os tecidos, fluidos e secre¢des, sendo que aproximadamente
90% desse total encontram-se nos musculos esqueléticos (57%) e nos 0Ss0s
(29%), 11% na pele e no figado e o restante nos demais tecidos. Apenas uma
pequena parte, cerca de 0,5%, do conteldo total de zinco no organismo encontra-
se no sangue (Figura 1), com concentracdes plasmaticas adequadas variando
entre 75 a 110 pymol/L e eritrocitarias entre 40 a 44 ug/gHb (CHASAPIS et al., 2012;
LOWE; FEKETE; DECSI, 2009).

A homeostase do zinco no organismo € regulada por mecanismos
adaptativos, que controlam tanto a absor¢édo quanto a excrecdo desse mineral. E
importante mencionar que o organismo nao dispde de estoque funcional para esse
micronutriente, portanto a ingestdo adequada de zinco na dieta deve ser garantida
a fim de manter suas concentracdes plasméaticas (BONAVENTURA et al., 2015;
GIBSON, 2012).

AplOs a ingestdo, o zinco pode ser absorvido por meio de proteinas
transportadoras e, também, por difusdo simples, o que depende da ingestdo
dietética desse mineral. A absorgéo ocorre principalmente na porgédo proximal do
intestino delgado, é regulada por transportadores nos enterécitos e € dependente
da concentracédo luminal desse mineral, sendo otimizada quando a quantidade de
zinco na dieta esté reduzida. E oportuno destacar que todo o intestino delgado tem

a capacidade de absorver zinco e estudos recentes também evidenciam a
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participacdo do coélon nesse processo (GOPALSAMY et al., 2015; YANG et al.,
2013).

Figura 1. Distribuicdo de zinco no organismo.
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Fonte: Adaptado de Kambe et al. (2015)

Ressalta-se a existéncia de fatores que podem influenciar a absorcéo
intestinal de zinco. Os fitatos, por exemplo, possuem capacidade de quelar o zinco
e outros minerais, formando complexos resistentes a acdo do trato intestinal que
diminuem a disponibilidade do mineral (MILLER; HAMBIDGE; KREBS, 2015;
TROESCH et al., 2013). A vitamina A por sua vez, tem sido identificada com uma
promotora da absor¢éo de zinco, por formar complexo intestinal com o mineral,
mantendo-o soltuvel no lumen intestinal e prevenindo os efeitos inibitorios dos
fitatos (GAUTAM; PLATEL; SRINIVASAN, 2010).

Nas células intestinais, a metalotioneina € responséavel pela regulacdo

homeostética da absor¢édo de zinco. Alguns fatores podem influenciar a expressao
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génica dessa proteina, incluindo os glicocorticoides e ingestédo elevada de zinco na
dieta. Outra proteina presente na mucosa intestinal € a proteina intestinal rica em
cisteina (CRIP), que atua como um transportador intracelular de zinco, aumentando
sua taxa de absorcéo em situacfes de deficiéncia. A metalotioneina também regula
a ligacdo do zinco a CRIP, reduzindo a absor¢cdo do mineral em situacfes de teor
dietético elevado de zinco (CHASAPIS et al., 2012; GOPALSAMY et al., 2015).

ApGs o processo de absorgdo, no qual o zinco entra no enterdcito atraves
da membrana apical e é liberado na circulacdo pela membrana basolateral dessa
célula, esse mineral € transportado ligado a albumina e a outras proteinas e
aminoacidos na corrente sanguinea até o figado para entéo, ser distribuido para os
diversos tecidos nos quais exerce sua fungéo biologica. A excrecdo desse mineral
ocorre pelos rins, pela descamacéo das células epidérmicas, e pelas fezes (WANG;
ZHOU, 2010).

A recomendacdo de ingestdo diaria de zinco baseia-se na estimativa da
quantidade desse mineral que é necessaria para repor o0 zinco excretado do
organismo diariamente (HUNT; BEISEIGEL; JOHNSON, 2008). A ingestao dietética
recomendada (Recommended Diatary Allowance— RDA) desse mineral € de 11
mg/dia e 8 mg/dia para homens e mulheres, respectivamente (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001). As fontes alimentares mais importantes de zinco séo alimentos
de origem animal, onde encontra-se ligado a proteinas, principalmente em carnes,
aves, peixes, figado e mariscos. Cereais integrais, feijdes e derivados da soja
também constituem boas fontes alimentares desse mineral (FOSTER et al., 2014,
GIBSON, 2012).

A avaliacdo do estado nutricional relativo ao zinco pode ser obtida por meio
da combinacdo de dados dietéticos, bioquimicos e clinicos. Neste sentido, &
importante destacar que o zinco plasmatico € um biomarcador largamente utilizado,
evidenciando alteracdes recentes na sua homeostase, visto que esse parametro
bioguimico responde rapidamente & mudancas hormonais e a ingestdo dietética
desse micronutriente (HUNT, 2008).

E oportuno ressaltar que muitos fatores podem influenciar os valores de
zinco plasmatico, como infeccédo, inflamacdo, hemdlise, estresse e controle
homeostatico, indicando uma falsa deficiéncia desse mineral (GIBSON, 2012).

Dessa forma, a avaliacdo das concentracdes eritrocitérias de zinco pode fornecer
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uma melhor resposta na avaliacdo a longo prazo do status desse mineral, devido a
meia-vida longa dos eritrocitos (120 dias) (WIERINGA et al., 2015).

Atualmente, ndo existe um método acurado, sensivel e universalmente
aceito para a avaliacdo do estado nutricional do zinco que seja capaz de ampliar o
limitado entendimento das possiveis associacdes entre este oligoelemento e as
doencas crbnicas. No entanto, € oportuno mencionar que diversas pesquisas ja
utilizaram tais marcadores para avaliagdo do zinco (COMINETTI; GARRIDO-
JUNIOR; COZZOLINO, 2006; MARRERO et al., 2006; WIERINGA et al., 2015).

E importante mencionar que o avanco no conhecimento da biologia
molecular e a identificacdo das proteinas envolvidas no transporte de zinco tém
contribuido para um melhor entendimento sobre a regulacdo do metabolismo deste
oligoelemento a nivel molecular (KAMBE et al., 2015). As proteinas transportadoras
de zinco SLC39, também conhecidas como ZIPs, aumentam a concentracdo desse
mineral no citoplasma por promover sua captagdo do ambiente extracelular ou sua
liberacdo das vesiculas para o citoplasma. A familia SLC30 de transportadores
ibnicos, ou ZnTs, controlam o efluxo de zinco do citoplasma para as vesiculas
intracelulares ou para o espaco extracelular, o que contribui para sua
disponibilidade no plasma (KAMBE; HASHIMOTO; FUJIMOTO, 2014).

2.2 Obesidade, Resisténcia a Insulina e Cortisol

Sobre a atuacdo do cortisol na manifestacdo da resisténcia a insulina em
individuos obesos, esse hormbnio atua como antagonista funcional da insulina e
regula negativamente a captacdo de glicose, pois libera substratos energéticos
para a oxidacdo mitocondrial durante o estresse, aumentando a protedlise
muscular, lipélise do tecido adiposo e gliconeogénese hepatica, comprometendo a
utilizacdo da glicose (Figura 2) (HACKETT; KIVIMAKI; KUMARI, 2016; KAMBLE et
al., 2016).

O papel do cortisol na regulacdo da funcéo do tecido adiposo € bastante
complexo e controverso. Esse glicocorticoide induz a diferenciacdo de pré-
adipécitos em adipécitos maduros, mas também a lipdlise do tecido adiposo em
algumas situacdes. A exposicdo cronica a esse horménio promove a expansao do
tecido adiposo, o que prejudica a acéo da insulina, resultando em hiperglicemia e
dislipidemia (CHAO et al., 2017; BENBAIBECHE et al., 2015). O cortisol parece
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estimular a lipolise por meio de sua acao sobre a enzima lipase horménio sensivel,
com liberacdo resultante de &cidos graxos livres, contribuindo para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (BEAUDRY; RIDELL, 2012; HACKETT,;
KIVIMAKI; KUMARI, 2016).

A enzima 11B desidrogenase 1 (11p-HSD1), altamente expressa no tecido
adiposo, converte a forma inativa, cortisona, na forma ativa, cortisol, ampliando a
acao local desse glicocorticoide, independentemente das suas concentragoes
circulantes (GATHERCOLE et al., 2011; YUAN et al., 2016). No tecido adiposo
subcutédneo, o aumento na expressao e atividade da 11B3-HSD1 correlaciona-se
positivamente com a obesidade e a resisténcia a insulina (RASK et al., 2002;
SHAO; ZHANG; ZHANG, 2016). Além disso, a inibicdo da acédo da 113-HSD1 em
pacientes com diabetes tipo 2, por exemplo, ttm demonstrado eficacia clinica na
melhora da sensibilidade a insulina (ROSENSTOCK et al., 2010).

O cortisol também inibe a translocacdo do transportador de glicose 4
(GLUT4) para a membrana plasmatica, reduzindo a captacdo de glicose pela
célula, com resultante hiperglicemia (MACFARLANE et al., 2014). Além disso, pode
reduzir a afinidade do receptor de insulina, e ainda, o nUmero de receptores, o que
contribui para a manifestacdo da resisténcia a acdo desse horménio (BUREN et al.,
2002).

Vale ressaltar que existem diferencas biolégicas especificas entre os
depdsitos de gordura corporal, o que pode influenciar nos efeitos do cortisol sobre
a sensibilidade a insulina (HAZLEHURST et al., 2013). Estudo realizado por
Lundgren et al. (2004) mostrou que em adipdcitos viscerais, mas ndo subcutaneos,
os glicocorticoides reduzem a captacdo de glicose dependente da insulina, por
comprometer a sinalizacdo do horménio. Por outro lado, a atuacdo dos
glicocorticoides no tecido adiposo subcutaneo é caracterizada por induzir a
fosforilacdo do substrato receptor de insulina, aumentando a sensibilidade a
insulina nesse tecido (GATHERCOLE et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismos envolvidos na participacdo do cortisol sobre a manifestacéo

da resisténcia a insulina.
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com consequente prejuizo na captacao de glicose. No figado, aumenta a lipogénese e a gliconeogénese.
No tecido adiposo, promove sua expansdo e aumento da lipdlise. No pancreas, o cortisol atua induzindo
a hipertrofia e hiperplasia das células B-pancreéticas, com consequente hiperinsulinemia e disfuncdo do
6rgéo. Todos esses efeitos contribuem para a reducao da sensibilidade & insulina no organismo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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No musculo esquelético, o cortisol reduz a captacdo de glicose, por
aumentar a ativacao de quinases serina, o que resulta na fosforilagao e inativacéo
do receptor de insulina (MACFARLANE et al., 2014; MORGAN et al., 2013). O
acumulo de lipidios intramiocelular induzido por esse horménio, parece contribuir
para a manifestacdo da resisténcia a insulina. Estudos realizados em cultura de
células e modelos animais tém demonstrado que os glicocorticoides desregulam o
metabolismo lipidico no musculo esquelético, aumentando a B-oxidacao e a lipdlise
(LIM et al., 2009; MORGAN et al., 2013).

No figado, o cortisol pode influenciar o metabolismo da glicose por
aumentar a expressao de genes codificantes para enzimas gliconeogénicas, como
a fosfenolpiruvato carboxiquinase e glicose-6-fosfatase, que catalisam etapas
limitantes da gliconeogénese, promovendo aumento nas concentracdes
plasmaticas de glicose (BATAGLINI et al., 2017; LIM et al., 2009).

Com relacéo ao papel do cortisol na secrecao de insulina, quando em uso
de doses agudas, esse hormoénio reduz a secregdo de insulina pelas células 3
pancreaticas, pois altera 0 metabolismo oxidativo da glicose, ativa a repolarizacéo
dos canais de K*, reduz a ativagdo das proteinas quinases A e C, induz a geracao
de espécies reativas de oxigénio e compromete a homeostase do reticulo
endoplasmaético e a eficiéncia dos fons Ca®" intracelulares na resposta secretéria
(LINSSEN et al., 2011; RAFACHO et al., 2014.; ROMA et al.; 2011).

Por outro lado, a exposicdo cronica ao cortisol, como ocorre na obesidade,
promove alteragbes morfolégicas importantes nas células B-pancreéticas, como
hipertrofia e hiperplasia, que resulta no aumento da sintese e secre¢éo de insulina,
com consequente hiperinsulinemia. Associado a isso, essas substancias também
exercem efeito central por promover estimulacdo vagal, e dessa forma, aumentam
a secrecao de insulina, contribuindo para a manifestacdo da resisténcia a acao
desse hormonio na obesidade (GEER et al., 2014; STUBBS; YORK, 1991).

2.3 Acéao do Cortisol sobre o Metabolismo do Zinco: Repercussdes sobre a

Resisténcia a Insulina.

A literatura tem evidenciado alteracbes no metabolismo de diversos
minerais na obesidade, a exemplo do selénio, magnésio e zinco (GARCIA et al.,

2012; KELISHADI et al., 2010). Estudos tém mostrado concentracfes séricas ou
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eritrocitarias reduzidas de zinco em individuos obesos, que estdo associadas a
manifestacdo de diversas desordens metabdlicas, como estresse oxidativo,
inflamac&o cronica e resisténcia a insulina (GARCIA et al., 2013; KIM; AHN, 2014;
SULIBURSKA et al., 2013).

Nessa tematica, € importante destacar que o cortisol induz a ativacdo do
fator de transcricdo regulamentar de metal 1 (MTF-1) e, dessa forma, aumenta a
expressdo génica de metalotioneina e Zip-14, favorecendo a reducdo das
concentracfes plasmaticas de zinco (Figura 3) (BURY et al., 2008; TAKEDA et al.,
2012; TAKEDA; TAMANO, 2010).

Figura 3. Atuagéo do Cortisol sobre o Metabolismo do Zinco.
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HPA: Eixo hipotalamico-pituitario-adrenal; IL-6: interleucina 6; ACTH: Hormdnio adrenocorticotrofico;
MTF-1: do fator de transcricdo regulamentar de metal 1; Zn: Zinco. O aumento da inflamacgéo e do
estresse promove a hiperresponsividade do HPA, aumentando a secrecdo de cortisol. Esse
glicocorticoide, por sua vez, induz a ativacdo do MTF-1 e aumento da expressdo génica de
metalotioneina e ZIP-14, favorecendo a compartimentalizacdo do zinco no figado e tecido adiposo,
com consequente hipozincemia.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Esses dados sao ratificados na literatura ao demonstrar que pacientes com
Sindrome de Cushing, caracterizada pelo excesso da produgcdo de cortisol,
apresentam reducdo nas concentragdes séricas de zinco, enquanto que individuos
com insuficiéncia adrenal, na qual ocorre producédo reduzida desse hormdnio, é
verificado aumento do zinco sérico (BRANDAO-NETO et al., 1990; TAKEDA;
TAMANO, 2010).

Takeda et al. (2012) avaliaram o papel dos glicocorticoides sobre a
sinalizacdo do zinco no cérebro e demonstraram que a corticosterona, principal
glicocorticoide liberado pelo cértex adrenal de roedores, atua excitando as
vesiculas sinapticas de neurdnios do hipocampo que contém esse mineral,
aumentando a sua liberacdo. Assim, o0 zinco pode se ligar aos receptores de
membrana ou entrar no neurdnio pds-sinaptico através de canais proteicos ou pela
acado de transportadores, acionando cascatas de proteinas quinases que podem
induzir a expressdo génica de proteinas transportadoras de zinco, contribuindo
para alteracbes no seu metabolismo.

Nessa perspectiva, € importante ressaltar que alteragbes na homeostase
do zinco induzidas, em particular, pelo cortisol, podem contribuir para a
manifestacdo da resisténcia a insulina em individuos obesos, pois esse mineral, em
concentracbes adequadas, exerce funcdes relevantes para secrecdo e acao da
insulina (MARREIRO et al., 2006; RANASINGHE et al., 2015).

Além do cortisol, existem outros fatores que podem explicar a redistribuicdo
do zinco na obesidade, a exemplo da inflamacéo crbnica, que também parecem
induzir a expressdo da metalotioneina e da proteina transportadora de zinco Zip-
14, proteinas que “sequestram” o zinco plasmatico nos tecidos hepatico e adiposo,
favorecendo a manifestacdo de um quadro de hipozincemia (FEITOSA et al., 2012;
LIUZZI et al., 2005).

O zinco desempenha papel fundamental na formacéo e cristalizagdo da
insulina, processo essencial para a atividade desse horménio. Associado a isso,
estimula a fosforilagdo da subunidade 3 do receptor de insulina e promove ativacao
das proteinas fosfatidilisonitol 3 quinase (PI3K) e quinase B (AKT), potencializando
o transporte de glicose para o interior das células (CAPDOR et al.,, 2013;
MARREIRO et al., 2006; OYEDEJI et al., 2014; VARDATSIKOS et al., 2013).
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O zinco também permite a ativacdo da proteina AKT por inibir a acdo de
proteinas, como a fosfatase homdloga a tensina (PTEN), enzima que promove a
desfosforilacdo do fosfatidilinositol 3,4,5-trifostato (PIP3) e inibicdo da proteina
AKT. Dessa forma, esse micronutriente favorece a translocacdo do GLUT4 e
captacao da glicose (RUZ et al., 2013; VARDATSIKOS et al., 2013).

O zinco por ser componente estrutural da aminopeptidase responsiva a
insulina (IRAP) favorece o transporte da glicose para dentro da célula, pois essa
proteina é necessaria para manutencdo adequada da concentracdo do GLUT4 em
células adiposas e musculares (DEMAEGDT et al., 2012; JANSEN et al., 2009).

Outra acao relevante do zinco, diz respeito a atuacdo semelhante desse
mineral a insulina, por estimular a fosforilagdo em residuo serina a enzima
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), inibindo sua acéo, o que por sua vez ativa a
glicogénio sintase, enzima envolvida na sintese de glicogénio (VARDATSIKOS et
al., 2013). Esse oligoelemento também favorece a fosforilagdo do fator de
transcricdo forkhead box protein O1 (FOXO1), induzindo sua translocacdo do
ndcleo para o citoplasma, inibindo a expressao de genes gliconeogénicos. Assim, 0
zinco inibe a producao de glicose e aumenta a sintese glicogénio, contribuindo para
homeostase glicémica (VARDATSIKOS et al., 2013; WALTER et al., 2006).

O zinco ainda constitui componente estrutural importante da zinco-a2-
glicoproteina (ZAG), adipocina envolvida na mobilizacdo de lipidios, que no
musculo, estimula a fosforilacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e
aumenta a proteina GLUT4 na célula (BALAZ et al., 2014).

Dessa forma, alteracdes nos parametros bioquimicos do zinco observadas
em individuos obesos, contribuem para a manifestacdo de desordens na sintese,
secrecédo e acao da insulina (Figura 4).

Além disso, o zinco modula a transcricdo do gene do receptor de insulina por
meio das proteinas zinc fingers, que contém zinco na sua estrutura. Os sitios de
ligacdo dessas proteinas sé@o necessdarios para ativar a expressdo do gene
codificante para o receptor de insulina. A zinc finger 407, por exemplo, regula a
captacdo da glicose por aumentar os niveis do RNA mensageiro GLUT4 e

estimular sua transcricdo (BUCHNE et al., 2015).
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Figura 4. Participacdo do zinco em mecanismos envolvidos na via de sinalizacao

da insulina.
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AKT: proteina quinase B; FOXO: forkhead box protein O1; GSK: glicogénio sintase quinase 3;
IRAP: aminopeptidase responsiva a insulina; PDK: fosfatidilinosiol quinase dependente; PIP3:
fosfatidilinositol 3,4,5-trifostato; PI3K: de fosfatidilinositol 3-quinase; PTEN : fosfatase homdloga a
tensina; Zn: zinco. Apds a ligacdo da insulina a subunidade a do receptor de insulina, ocorre
transfosforilagdo da subunidade B, que induz a fosforilagdo dos membros da familia de IRS e
subsequente interacdo com moléculas de sinalizagdo, como a subunidade p85 da PI3K, que por
sua vez desencadeia a fosforilagdo de PDK1 , uma quinase serina que ativa AKT , a qual estimula a
translocacdo do GLUT 4 e inibicdo de GSK. O zinco promove a fosforilagdo da subunidade (3 do
receptor de insulina e inibe a PTPase, aumentando assim a fosforilagdo do receptor. A proteina
AKT é ativada pelo zinco de uma forma dependente da PI3K. O zinco também desempenha um
papel no transporte da glicose, uma vez que é componente estrutural da IRAP.

Fonte: Adaptado de Jansen; Karges; Rink (2009); Vardatsikos; Pandey; Srivastava (2013).

Um ponto importante a ser mencionado, diz respeito a atuagéo do zinco na
funcdo da glandula adrenal. Pesquisas tém demonstrado que tanto o aumento

quanto a reducdo das concentracdes sérica de zinco promovem mudancas na
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secrecdo adrenal (ARCHER, 1990; BRANDAO-NETO, 1990; ROSA et al., 2016).
No estudo de Chen et al. (2002), verificou-se que esse mineral inibe a ligacado dos
glicocorticoides ao seu receptor, pois existe uma regido de ligacdo do zinco no
receptor destes hormonios, reduzindo os efeitos do cortisol no organismo.

Por outro lado, tem-se evidenciado que a deficiéncia de zinco na dieta pode
ser fator contribuinte para aumento da secrecdo de cortisol, pois a reducdo da
concentracdo sérica desse nutriente eleva a atividade eixo hipotalamico-pituitario-
adrenal, seguido por um aumento da secrecdo desse glicocorticoide a partir do
cortex adrenal (FRAKER et al.,, 1995; KING et al., 2002; TAKEDA; TAMANO,
2009).

Diante da importancia da obesidade como um problema de saude publica,
da presenca de desordens metabdlicas importantes como a resisténcia a insulina e
da inconsisténcia sobre os provaveis mecanismos que envolvem os disturbios do
metabolismo de zinco nessa doenca, torna-se evidente a necessidade de um
melhor entendimento sobre a interacdo do cortisol com metabolismo do zinco e

suas repercussdes sobre a resisténcia a insulina em individuos obesos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo entre o cortisol, parametros do zinco e resisténcia a
insulina em mulheres obesas, bem como avaliar o consumo alimentar e parametros

do controle glicémico.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar as concentracfes séricas de cortisol;

e Estimar o consumo alimentar de energia, macronutrientes e zinco e sua
adequacao na dieta;

e Determinar as concentracdes de zinco plasmatico, eritrocitario e urinario;

e Avaliar parametros do controle glicémico.
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4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizagdo do Estudo e Protocolo Experimental

Estudo caso-controle envolvendo mulheres na faixa etaria entre 20 e 50
anos de idade, que foram distribuidas em: grupo caso (obesas com indice de
massa corporea = 35 kg/m2) e grupo controle (mulheres com indice de massa
corpérea entre 18,5 e 24,9 kg/m2). A definicdo da amostra do estudo foi baseada
na amostragem por conveniéncia, sendo que as participantes obesas foram
recrutadas a partir da demanda espontanea de ambulatoérios clinicos da cidade de
Teresina — PI, e as eutroficas por meio de chamadas publicas, em midia digital e
eventos de educacao nutricional, bem como em ambulatérios clinicos.

As participantes foram selecionadas por meio de entrevista, de acordo com
0S seguintes critérios de exclusdo: estar gestante ou lactante; estar na pos-
menopausa; estar participando de outro estudo clinico; ter diagnostico de diabetes
mellitus, doenca renal crdnica, cancer e doencas inflamatodrias intestinais; estar em
tratamento para perda de peso; fazer uso de suplemento vitaminico-mineral e/ou
medicamentos que possam interferir no cortisol e no estado nutricional relativo ao
zinco, sendo tais informacfes auto referidas pelas participantes. Apos avaliar as
medicacbes em uso, foram excluidas participantes em uso de medicacfes e/ou
suplementos com possivel interferéncia no cortisol e zinco, bem como
participantes obesas com indice de massa corporea entre 30,0 — 34,9 kg/mz2.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, sob nimero de parecer 2.014.100 (ANEXO A), conforme prevé a
Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) (BRASIL, 2012).

Todas as participantes apos receberem informacdes detalhadas sobre a
pesquisa com linguagem adequada, conforme estabelece a Resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012), assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido do estudo (APENDICE A), elaborado de acordo
com a “Declaragao de Helsinki Ill”, capitulo 50, paragrafos 50.20/27, que trata da
protecdo dos participantes e orienta procedimentos referentes as pesquisas que
necessitam de experiéncias com humanos. Logo apds foi preenchida uma ficha de

cadastro com as informagdes das participantes (APENDICE B).
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Em seguida, foram entregues formulario para o registro alimentar
(APENDICE C) e material para coleta da urina de 24 horas (APENDICE D), bem
como foram agendadas datas para obtencdo das medidas antropométricas (peso
corporal, estatura e circunferéncia da cintura), coleta de sangue e entrega do
registro alimentar e urina de 24 horas. As atividades realizadas com as

participantes do estudo estdo esquematizadas na Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma das etapas realizadas com as participantes do estudo.

Entrevista e selecdo das participantes do estudo

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido

- Entrega de formulario para registro alimentar e material desmineralizado
para coleta de urina de 24 hrs;

- Agendamento da coleta de sangue.

-Realizacdo de medidas antropométricas;
-Obtencao das amostras de sangue;
- Recebimento do registro alimentar e da urina.

Andlise do consumo alimentar e dos parametros bioquimicos
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Avaliagdo Antropomeétrica

Para a avaliagdo antropométrica, foi aferido o peso corporal, estatura e

circunferéncia da cintura das participantes, conforme metodologia descrita pelo
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Ministério da Saude (BRASIL, 2004). Os dados antropomeétricos também foram

anotados na ficha de cadastro das participantes da pesquisa (APENDICE B).
4.2.1 Peso Corporal (kg) e Estatura (cm)

O peso corporal foi aferido utilizando uma balanca digital Plenna® modelo
SIM09190, com capacidade méxima de 180 Kg, graduada em 100 gramas. A
estatura foi mensurada com estadidmetro marca Seca®, graduado em centimetros
e com barra vertical e fixa, para posicionamento sobre a cabeca, estando as
participantes descalcas, com os pés unidos, em posicao ereta, olhando para frente
(NOLASCO, 1995).

4.2.2 indice de Massa Corporea (IMC)

O indice de massa corpérea foi calculado a partir do peso da participante do

estudo dividido por sua estatura elevada ao quadrado (WHO, 2000).

,.  Pesoatual (kg)
IMC (g /m) = Estatura (m)?

A classificacdo do estado nutricional a partir da distribuicdo do indice de
massa corpérea foi realizada segundo a recomendacdo da World Health
Organization (WHO, 2000), apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo do estado nutricional, segundo o indice de massa

corpérea em adultos.

CLASSIFICACAO IMC (kg/m?)
Magreza classe Il <16
Magreza classe Il 16 - 16,9
Magreza classe | 17 -18,4
Eutrofico 18,5- 24,9
Pré-obesidade 25,0-29,9
Obesidade classe | 30,0-34,9
Obesidade classe Il 35,0-39,9
Obesidade classe Il =40

Fonte: World Health Organization (2000).
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4.2.3 Circunferéncia da Cintura (cm)

A medida da circunferéncia da cintura das partcipantes do estudo foi
realizada de acordo com as recomendacdes da WHO, (2008). O Quadro 2
apresenta os valores limitrofes da circunferéncia da cintura associados ao

desenvolvimento de complicacdes relacionadas a obesidade.

Quadro 2 - Valores de referéncia para avaliacdo de risco cardiovascular utilizando

a medida da circunferéncia da cintura.

Risco de ComplicacBes Metabdlicas Associadas a
Sexo Obesidade
Elevado Muito Elevado
Homem =94 cm =102 cm
Mulher =80 cm =88 cm

Fonte: World Health Organization (2008).

4.3 Avaliagdo do Consumo Alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada de acordo com a técnica de
registro alimentar de trés dias, compreendendo dois dias alternados durante a
semana e um dia no final de semana. No momento da entrega dos formuléarios, as
participantes foram orientadas quanto a forma correta de anotar os alimentos,
como discriminar os tipos de refeicdes, preparacdes, porcionamentos, medidas
caseiras, quantidades e horarios em que as mesmas forem consumidas.

As quantidades de energia, macronutrientes e zinco foram calculadas pelo
programa “Nutwin”, versdao 1.5 do Departamento de Informatica em Saude da
Universidade Federal de S&o Paulo (ANCAO et al., 2002). Os alimentos ndo
encontrados no programa foram incluidos tomando por base a Tabela Brasileira de
Composicéo de Alimentos (TACO, 2011) e a Tabela de Composi¢céao de Alimentos
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011).

Os valores da ingestado de energia, macronutrientes e zinco foram inseridos
na plataforma online Multiple Source Method (MSM), versdo 1.0.1, para ajustes de
variabilidade intrapessoal e interpessoal, corrigida por técnicas de modelagem

estatistica, bem como para estimativa do consumo alimentar habitual desses
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nutrientes, por meio de analise de regressao logistica (HAUBROCK et al., 2011;
LAUREANO et al., 2016; MSM, 2011; SOUVEREIN et al., 2011).

A ingestdo dietética usual foi estimada em trés etapas: na primeira, a
probabilidade de ingerir um nutriente em um dia aleatério foi estimada para cada
individuo; na segunda, foi estimada a quantidade usual de ingestdo do nutriente
em um dia de consumo; em seguida, oS nimeros resultantes das etapas 1 e 2
foram multiplicados para estimar a ingestdo diaria usual para cada individuo
(MSM, 2011).

Os valores dietéticos de macronutrientes e zinco também foram ajustados
em relac@o a energia por meio do metodo residual, evitando distor¢des geradas
por diferengas no consumo energético. Apds verificar a normalidade da
distribuicdo dos dados, os valores de ingestdo foram ajustados em relacdo a
energia pelo calculo do nutriente (FISBERG et al.,, 2005; JAIME et al., 2003;
WILLETT; STAMPFER, 1986). O céalculo possui quatro etapas:

Inicialmente, foi realizada andlise de regressdo linear simples,
considerando-se o total de energia ingerida como variavel independente e o valor
absoluto do nutriente como variavel dependente. Utilizando-se a equacao geral da
regressao linear, foi possivel determinar a quantidade estimada de nutriente (Ye)

que o individuo deveria consumir com a sua média de consumo de energia.

[ Equacéo 1: Ye = B + B1 X médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
Bo = intercepto da regressao linear simples

B1=tangente

O residuo da regresséao (Yr) representa a diferenca entre a ingestédo atual

observada (Yo) para cada individuo e a ingestao estimada.

[ Eauacdo 2 : Yr=Yo - Ye ]

Por definicdo, o residuo possui média zero e pode apresentar valores
positivos e negativos . Com isso, faz-se necessaria a adicdo de uma constante, que
é estatisticamente arbitraria. Willett; Howe; Kushi (1997) prop6em que a constante
seja o consumo do nutriente estimado para a média do total de energia consumida

pela populagéo de estudo.
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[ Equacéo 3 : Yc = Bo + (B1 X média do consumo energético da populacao) ]

O valor do nutriente ajustado ou residual (Ya) consiste na soma do Yr e da
constante Yc e refere-se ao valor do nutriente ingerido ndo correlacionado com o

total de energia consumida.

[ Equacdo 4:Ya=Yr+Yc ]

A adequacdo dos valores de ingestdo dos macronutrientes foi avaliada
considerando a faixa de distribuicdo aceitavel dos macronutrientes (AMDR), sendo
45 a 65% de carboidratos, 10 a 35% de proteina, e 20 a 35% de lipidio. Para
verificar a adequacao da ingestao alimentar de zinco, foi utilizada como referéncia
a Estimated Average Requeriment (EAR), contida nas Dietary Reference Intakes
(DRI's), sendo 6,8 mg/dia para as mulheres na faixa etaria entre 19 e 50 anos
(INSTITUTE OF MEDICINE, 2001, 2005).

4.4 Coleta do Material Bioldgico

4.4.1 Coleta de sangue

Amostras de 12 mL de sangue venoso foram coletadas no periodo da
manha, entre 7 e 9 horas, estando as participantes em jejum minimo de 12 horas,
as quais foram distribuidas em tubo distintos: (1) tubo a vacuo contendo citrato
para analise do zinco e hemoglobina, (2) tubo a vacuo contendo &cido etileno
diaminotetracético (EDTA) para determinacdo hemoglobina glicada, (3) tubo
vacuette® (Sao Paulo, Brasil) sem anticoagulante para a determinagéo de glicose,

insulina e cortisol séricos.
4.4.1 Coleta da urina de 24 horas
Para a coleta de wurina de 24h, foram fornecidos recipientes

desmineralizados que foram pesados antes e apdés a coleta em balanca

semianalitica para a determinagao do volume urinario a partir da densidade.
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4.5 Preparo da Amostra para Determinacdo dos Parametros Bioquimicos

4.5.1 Controle de Contaminacao e Preparo dos Reagentes

A fim de garantir o controle de contaminacéo por minerais, toda a vidraria e
material de polipropileno utilizado para as anélises foram desmineralizados antes
do uso, por meio da imersdo em solugdo de &cido nitrico a 10%, durante um
periodo minimo de 12 horas. Posteriormente, foram enxaguados em agua
deionizada, no minimo 10 vezes, secos em estufa e mantidos em depdsitos
fechado previamente desmineralizados, até o0 momento da utilizacdo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica (P.A).
Todas as soluc¢des aquosas e as diluicbes foram preparadas com agua ultrapura,
obtida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore®, Estados Unidos).

4.5.2 Separacao dos Componentes do Sangue e Urina

Para andlise do zinco plasmatico, o plasma foi separado do sangue total por
centrifugacédo (CIENTEC® 4K15, S&o Paulo, Brasil) a 1831xg durante 15 minutos
a 4 °C. Em seguida, o plasma foi extraido com pipeta automatica e acondicionado
em microtubos de polipropileno, sendo posteriormente conservados a -20 °C.

Para separacao dos eritrocitos e subsequente determinacao do zinco, foram
utilizados os métodos propostos por Whitehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria
foi lavada 3 vezes com 5 mL de solucdo salina isotdnica (NaCl a 0,9%), sendo
cuidadosamente homogeneizada por inversédo e centrifugada (CIENTEC® 4K15,
Sdo Paulo, Brasil) a 2493xg por 10 minutos e 0 sobrenadante aspirado e
descartado. Apds a ultima centrifugacdo, a solucdo salina foi descartada e a
massa eritrocitaria extraida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta
automatica e transferida para microtubos, que foram mantidos a temperatura de —
20°C para analise posterior.

Em relacdo a separacdo das amostras de urina, ap0s o recebimento do
recipiente disponibilizado para a coleta, foi realizado o calculo do volume urinario,

obtido considerando-se a densidade (1,015 g/mL) e a massa da urina (diferenca
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entre 0 peso do frasco antes e apOs a coleta da urina de 24 horas, aferido em

balanca semianalitica), conforme formula abaixo:

Massa (g)
Volume (mL)

. g
D dade (—) =
ensidade (mL)
Apés esse procedimento, foram retirados 20 mL de urina, o quais foram
distribuidos em microtubos de polipropileno, e conservados em freezer a -20°C

para analise posterior de zinco.

4.6 Determinacao do Cortisol Sérico

A avaliacdo da concentracdo de cortisol sérico foi realizada segundo o
método de eletroquimioluminescéncia, sendo adotado como padrao de referéncia
valores entre 6,23 — 18,01 pg/dL no turno da manha (NIEMAN et al., 2008).

4.7 Determinacao do Zinco no Plasma, Eritrocito e Urina

As andlises de zinco plasmatico, eritrocitario e urinario foram realizadas no
Laboratorio de Espectrometria de Emissdo Atémica - Embrapa (Centro Nacional
de Pesquisa de Milho e Sorgo), localizado em Sete Lagoas — Minas Gerais. A
analise elementar do mineral foi realizada em um espectrobmetro de plasma
indutivamente acoplado - Espectrometria de Emissdo Optica com uma
configuracéo de vista axial e um nebulizador V-Groove (720 ICP/OES, Varian Inc.,
Califérnia, Estados Unidos). Os limites de deteccdo foram medidos a partir da
equacdo 3 x SD de 10 medicbes do branco, dividido pela declividade da curva de
calibracdo. Solucbes estoque monoelementais de zinco 1000 mg.L™ (Titrisol e
Certipur - Merck, Germany) foram utilizados na preparacdo de solugdes de
referéncia para a curva de calibracdo e otimizacdo das condi¢cdes analiticas.
Todas as solugbes aquosas e as diluicdes foram preparadas com agua ultrapura
(18 MQ.cm- 1), obtida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).

As amostras de plasma foram diluidas em 1:50, v/v da seguinte forma:
3,0% (m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v)
HNOs. A massa eritrocitaria foi diluida 1:100 v/v da seguinte forma: 3,0% (m/v) 1-
butanol, 0,2% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% (v/v) HNOg3, para
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auxiliar na dissolucéo dos elementos traco nas amostras. Duas linhas de emissao
para cada elemento foram testadas antes da selecao.

O zinco foi lido em 280,271 nm (linha ibnica). A escolha da linha espectral
de analise foi baseada tanto na sua sensibilidade quanto na interferéncia
espectral. As amostras foram medidas em triplicata. Amostras de material de
referéncia certificado, Seronorm TM Oligoelement Serum L-1 e L-2 (Billingstad,
Noruega), foram determinadas para validar as medi¢c6es analiticas em ICP-OES.

Para realizacdo da leitura das amostras, o aparelho foi configurado nas
seguintes condicdes: Poténcia: 1,4 kW; Fluxo de plasma (gas): 15 L/min; Fluxo de
Gas auxiliar: 1,5 L/min; Tipo de Camara de Spray: Ciclonica; e Fluxo do
Nebulizador: 0,7 L/min. As curvas de calibragdo foram preparadas nas seguintes
concentracfes para os analitos testados: 1, 5, 10, 20, 50 e 100 pg/L em solugcbes
diluentes contendo 3,0% (m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta
pureza) e 0,05% (v/v) HNOs.

Os valores de referéncia adotados foram de 75 a 110 pg/dL (GIBSON,
2005), para o zinco plasmatico, 40 a 44 pg/gHb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994),
para o zinco eritrocitario e 300-600 pg/24 horas (GIBSON, 2005) para o zinco

urindrio.

4.7.1 Determinacdo da hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina na massa eritrocitaria foi determinada
conforme o método da cianometahemoglobina para expressar as concentracdes
de zinco eritrocitario (VAN ASSENDELFT, 1972). Esse método se baseia na
reacdo de oxidacdo do Fe*? do grupo heme da hemoglobina pelo ferricianeto, e
posterior reacdo com o cianeto de potassio para formar cianeto de hemoglobina.

Inicialmente, em um microtubo contendo 300 uL de massa eritrocitaria foi
adicionado 900 pL de agua ultrapura, perfazendo um lisado com proporcdo 1:4.
Em seguida, a uma aliguota de 20 pL desse lisado foi acrescentado 5 mL de
solucdo de Drabkin (Labtest®, Brasil). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro UV visivel (Bel Photonics®, SP1102, Brasil) considerando o
comprimento de onda de 540 nm. A determinacdo da hemoglobina foi realizada

no Laboratorio de Espectrometria de Emissdo Atdbmica - Embrapa (Centro
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Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo), localizado em Sete Lagoas — Minas

Gerais.

4.8 Determinag&o do Controle Glicémico

4.8.1 Concentracdo Sérica de Glicose de Jejum

A andlise da glicose de jejum foi realizada por meio do método enzimatico
colorimétrico. Os valores entre 75 e 99 mg/dL foram considerados normais,

segundo os critérios definidos pela American Diabetes Association (ADA, 2017).

4.8.2 Concentracdo Sérica de Insulina de Jejum

A avaliacdo da concentracdo sérica de insulina foi determinada segundo o
método de quimioluminescéncia, considerando como padrdo de referéncia os
valores entre 6 e 27 pU/mL (ADA, 2017).

4.8.3 Hemoglobina glicada

A analise da hemoblobina glicada foi realizada por meio do método de
cromatografia de troca lonica. Os valores entre 5,7 e 6,4% indicam risco elevado
para o desenvolvimento do diabetes (ADA, 2017).

4.9 Caracterizacao da Resisténcia a Insulina

4.9.1 Célculo do indice HOMA-IR

Os valores de Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance (HOMA-
IR) determinam a eficacia dos niveis de insulina de jejum em equilibrio para regular
a glicose sanguinea. Valores acima de 2,71 indicam um quadro de resisténcia a
insulina (ADA, 2017; MATTHEWS et al., 1985).

insulina (MU/mL) x glicose (nmol/L)
22,5

Resisténcia a Insulina =
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4.9.2 Calculo do indice de HOMA2-IR

O modelo do HOMA-IR foi atualizado com alguns ajustes fisiologicos para
uma versdo de computador (HOMAZ2-IR) fornecendo um indice mais preciso. Tal
indice foi calculado por meio do programa HOMA Calculator verséo 2.2.2. (HOMA
Calculator, 2017).

4.10 Anélise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do Excel®, para realizacdo de
analise descritiva das variaveis observadas nos grupos estudados.
Posteriormente, os dados foram exportados para o programa SPSS (for Windows®
versdo 22.0) para analise estatistica dos resultados.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para verificar a normalidade
dos dados. Em seguida, para fins de comparacédo entre 0s grupos estudados, 0
teste “t” de Student foi utilizado para as varaveis com distribuicdo normal, e o teste
de Mann Whitney para aquelas com distribuicdo ndo paramétrica. Para o estudo
de correlagbes, considerando a distribuicdo normal dos dados , foi utilizado o
coeficiente de correlacao linear de Pearson.

Foi realizado teste para comparacdo das médias das variaveis zinco
plasmatico, eritrocitario e urinario, entre os trés grupos distribuidos de acordo com
o IMC: grupo experimental | (obesas com indice de massa corpérea entre 35 e
39,9 kg/m?), grupo experimental Il (obesas com indice de massa corpérea 240
kg/m?) e grupo controle (mulheres eutréficas com indice de massa corpérea entre
18,5 e 24,9 kg/m?). Para tanto, foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA),
considerando a distribuicdo paramétrica dos dados. Para estudo das associacoes,
teste Qui-quadrado de Independéncia, teste de Fisher e Coeficientes Phi e de
Cramer foram utilizados.

Para avaliar a influéncia das variaveis cortisol sérico, zinco plasmatico,
eritrocitario e urinario sobre os parametros glicémicos, foi realizada andlise de
regressao linear multipla. Para tanto, foram utilizados trés modelos estatisticos. O
primeiro refere-se a avaliagdo da influéncia das varidveis zinco plasmatico e
cortisol sérico sobre cada parametro do controle glicémico avaliado. O segundo,

por sua vez, envolveu as variaveis zinco eritrocitario e cortisol sérico e o terceiro,
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zinco urinario e cortisol sérico. Para todos os testes realizados, a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05, adotando-se
um intervalo de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS

Nesse estudo foram incluidas 87 mulheres na faixa etaria entre 20 e 50
anos, que foram distribuidas em: grupo caso (45 mulheres obesas) e grupo

controle (42 mulheres eutrdficas).
5.1 Parametros antropomeétricos de avaliagdo do estado nutricional

Os valores médios e desvios-padrdo da idade e dos parametros
antropomeétricos utilizados na avaliacdo do estado nutricional das participantes
deste estudo estdo apresentados na Tabela 1. Observou-se que houve diferenca

estatistica para todos os parametros antropomeétricos (p<0,05).

Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrdo da idade, peso corporal, estatura,
indice de massa corpérea e circunferéncia da cintura do grupo controle e

participantes obesas. Teresina-Pl, Brasil, 2018.

Controle Obesas
Parametros (n=45) (n=42) p
Média + DP Média + DP

Idade (anos) 349+79 32,2+8,.3 0,255
Peso corporal (kg) 559+5,9 107,8 + 14,5* <0,001
Estatura (m) 16+0,1 1,6 £0,1* 0,010
IMC (kg/m?) 22,6 +1,7 41,6 £ 5,6* <0,001
CC (cm) 74,4 +5,0 115,1 +12,1* <0,001

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste t de Student
ou teste Mann-Whitney (p<0,05). IMC = indice de massa corp6érea; CC = circunferéncia da cintura.

5.2 Consumo alimentar

Os valores médios e desvios-padrdo da ingestdo de energia,
macronutrientes e zinco encontrados nas dietas consumidas pelas participantes do
estudo estdo descritos na Tabela 2. Verificou-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos em relacdo a ingestdo de energia,

carboidratos, proteinas, lipidios e zinco. Conforme os dados da tabela, pode-se
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verificar uma reducdo expressiva no numero de participantes nessa analise. Tal
resultado se deve ao fato da exclusdo de participantes por ndo aderéncia ao

preenchimento do registro alimentar.

Tabela 2 - Valores meédios e desvios-padrdao da ingestdo de energia,
macronutrientes e zinco do grupo controle e participantes obesas. Teresina-Pl,
Brasil, 2018.

Controle Obesas
Parametros (n=39) (n=25) p
Média + DP Média + DP
Energia (Kcal/dia) 1707,1 £ 357,2 1591,1 + 489,6 0,278
Carboidratos (%) 51,7+6,4 50,2 +9,9 0,494
Proteinas (%) 28,8 +4,2 29,2+5,1 0,398
Lipidios (%) 19,5+3,3 20,559 0,724
Zinco dietético (mg/dia) 116+£21 10,6 £4,1 0,284

Teste t de Student (p>0,05). Valores de referéncia: 45 a 65% de carboidratos, 10 a 35% de proteina,
e 20 a 35% de lipidio; EAR = 6,8 mg zinco/dia, faixa etaria entre 19 e 50 anos (sexo feminino) (IOM,
2006, 2001).

Na Figura 6 esta apresentada a distribuicdo percentual das participantes
obesas e grupo controle segundo os valores de referéncia de ingestao dietética de

zinco.

Figura 6 - Distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo controle,
segundo os valores de referéncia de ingestdo dietética de zinco. Teresina-Pl,

Brasil, 2018.
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5.3 Parametros Bioquimicos de Avaliagdo do Cortisol e Zinco

Na Figura 7 encontram-se as concentracdes séricas de cortisol das
participantes obesas e grupo controle. Verificou-se que nao houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos, em relacdo a esse parametro bioquimico
(p=0,576).

Figura 7 - Valores médios e desvios-padrdo das concentracfes séricas de cortisol
(ug/dL) das participantes obesas e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2018.
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12,1+ 5,7 pg/dL
11,5 + 4,7 pgldL

Teste t de Student (p=0,576). Valor de referéncia para coleta entre 6h -10h: 6,23 a 18,01 pg/dL.

Na Tabela 3, encontram-se as concentracfes de zinco no plasma,
eritrocitos e urina do grupo controle e participantes obesas. Verificou-se que houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos, em relacdo as concentracdes
plasmaticas, eritrocitarias e urinarias de zinco (p<0,05).



44

Tabela 3 - Valores médios e desvios-padrdao das concentracdes plasmaticas,
eritrocitarias e urinarias de zinco do grupo controle e participantes obesas.
Teresina-PI, Brasil, 2018.

Controle Obesas
Parametros (n=45) (n=42) p
Média + DP Média + DP
Zinco plasmatico
895+124 67,3 + 6,4* <0,001
(Mg/dL)
Zinco eritrocitario
427 + 3,6 37,2 +3,7* <0,001
(MgZn/gHb)
Zinco urinario®
208,9+949 293,4 + 108,8* <0,001
(Hg/24 h)

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste t de Student
(p<0,05). Valores de referéncia: Zinco eritrocitario= 40 a 44 ug/gHb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994);
Zinco plasmatico= 75-110 ug/dL; Zinco urinario = 300-600 ug/24 horas (GIBSON, 2005). #Zinco
urinario: controle, n= 43; obesas, n= 28.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores médios e desvios-padrdao das
concentracfes plasmaticas, eritrocitarias e urinarias de zinco das participantes do
estudo por faixa de IMC. Observou-se que houve diferenca estatistica entre os
grupos eutréfico e obesas grau Il e lll, em relacdo as concentracdes plasmaticas e
eritrocitarias de zinco. Entretanto, ressalta-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as mulheres com obesidade grau Il e lll. Quanto aos valores de
zinco urinario, verificou-se que houve diferenca apenas entre 0s grupos controle e

obesas grau Il.
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Tabela 4 - Distribuicdo das concentracfes plasmaticas, eritrocitarias e urinarias de

zinco das participantes do estudo por faixa de IMC. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Zn plasmatico

89,5 + 12,42 68,5 + 6,0° 66,3 + 6,7° <0,001
(Mg/dL)
Zn eritrocitario b b
427 + 3,62 37,0+38 37,4 +37 <0,001
(MgZn/gHb)
Zn urinario” 208,9 + 94,92 314,3 +122,6° 2726 + 92,93 0,002
(Mg/24 h)

Teste post-hoc de Bonferroni e teste de Tukey. Valores na mesma linha com diferenca estatistica
significativa (letras diferentes) e sem diferenca estatistica significativa (letras iguais). “Zinco urinario:
obesas grau Il, n=14; obesas grau lll, n=14; controle, n=43.

A Figura 8 traz a distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo
controle, segundo os valores de referéncia de zinco plasmatico. Verificou-se

associacao entre a presenca de obesidade e as concentracdes reduzidas do

mineral no plasma (p<0,001).

Figura 8 — Distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo controle,

segundo os valores de referéncia de zinco plasmatico. Teresina-Pl, Brasil, 2018.
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Teste Qui-quadrado (p<0,001). Coeficiente Phi (77,1%).
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A Figura 9 traz a distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo
controle, segundo os valores de referéncia de zinco eritrocitario. Verificou-se
associacao entre a presenca de obesidade e as concentracdes reduzidas de zinco
eritrocitario (p<0,001).

Figura 9 — Distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo controle,
segundo os valores de referéncia de zinco eritrocitario. Teresina-Pl, Brasil, 2018.
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Teste Qui-quadrado (p<0,001). Coeficiente Phi (60,9%).

A Figura 10 traz a distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo
controle, segundo os valores de referéncia de zinco urinario. Verificou-se
associacao entre a presenca de obesidade e as concentracfes reduzidas de zinco
urinario (p=0,008).
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Figura 10 — Distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo controle,

segundo os valores de referéncia de zinco urinario. Teresina-Pl, Brasil, 2018.

100,0%
86,0%
80,0%

42,8%
40,0%

20.0% 14,0%

3,6%

0,0%
< 300 pg/24 h 300 - 600 pg/24 h > 600 pg/24 h

Obesas Controle

Teste Qui-quadrado (p=0,008). Coeficiente de Cramer (36,7%).

5.4 Controle Glicémico

Os valores médios e desvios-padrdo dos parametros do controle glicémico
do grupo controle e participantes obesas estdo na Tabela 5. Foi encontrada
diferenca estatistica significativa em relacdo a hemoglobina glicada (p=0,022).



48

Tabela 5 - Valores médios e desvios-padrao dos parametros do controle glicémico

do grupo controle e participantes obesas. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Controle Obesas
Parametros (n=45) (n=42) p
Média + DP Média + DP

Glicose (mg/dL) 80,7 + 8,3 84,7 £ 12,9 0,089
Insulina (uU/mL) 10,0+2,5 10,7+ 3,6 0,312
HbAL (%) 50+0,5 52+0,5* 0,022
HOMA-IR 2,0+£0,6 22+10 0,133
HOMAZ2-IR 1,3+0,3 1,3+0,5 0,227

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste t de Student
(p<0,05). HbA1 = hemoglobina glicada; HOMA-IR = Homeostasis Model Assessment Insulin
Resistance; HOMA2-IR = Homeostasis Model Assessment. Valores de referéncias: Glicose de
Jejum =75 a 99 mg/dL; Insulina sérica = 6 a 27 yU/mL; HbA1 < 5,7; HOMA-IR > 2,71; HOMA2-IR >
1,8.

A Tabela 6 traz os dados significativos da analise de correlacao linear
simples entre o IMC, glicose de jejum, hemoglobina glicada e HOMA-IR, entre

peso, hemoglobina glicada e HOMA-IR, bem como houve correlacdo entre a

circunferéncia da cintura, glicose de jejum e hemoglobina glicada.

Tabela 6 - Analise de correlacdo linear simples entre 0s parametros
antropométricos e controle glicémico das participantes do estudo. Teresina-Pl,
Brasil, 2018.

IMC Peso CcC
Parametros
r p r p r p

Glicose 0,231 0,031~ 0,207 0,054 0,207 0,020~
Insulina 0,168 0,120 0,167 0,122 0,138 0,203
HbA1l 0,275 0,010* 0,248 0,021* 0,246 0,022*
HOMA-IR 0,220 0,041* 0,211 0,050* 0,206 0,055
HOMAZ2-IR 0,170 0,083 0,184 0,090 0,164 0,130

*Correlacdo Linear de Pearson (p<0,05). IMC= indice de massa corpérea; CC= circunferéncia da
cintura; HbA1 = hemoglobina glicada; HOMA-IR = Homeostasis Model Assessment Insulin

Resistance; HOMA 2= Homeostasis Model Assessment; Glicose (mg/dL); Insulina (uU/mL).
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5.5 Correlacéo entre Parametros Relativos ao Cortisol, Zinco e Controle

Glicémico

A Tabela 7 mostra os resultados da analise de correlacdo entre os
parametros do zinco, cortisol e marcadores do controle glicEmico das participantes
obesas. Verificou-se que n&o houve correlagdo significativa entre esses parametros
(p>0,05).

Tabela 7 — Anadlise de correlacdo linear simples entre os parametros do zinco,

cortisol e controle glicémico nas pacientes obesas. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Zinco Zinco Zinco Zinco
Parametros Dietético Plasmatico Eritrocitario Urinério
r p r p r p r p

Cortisol -0,035 0,969 0,105 0,509 0,058 0,713 0,092 0,641
Glicose 0,077 0,713 -0,151 0,341 0,001 0,998 -0,123 0,534
Insulina 0,156 0,455 -0,131 0,409 -0,014 0,931 0,136 0,490
HbA1l -0,004 0,984 -0,229 0,145 -0,023 0,887 0,095 0,630
HOMA-IR 0,162 0,440 -0,1273 0,272 -0,033 0,837 0,074 0,709
HOMA2-IR 0,159 0,448 -0,152 0,341 -0,020 0,900 0,112 0,570

HbAl = hemoglobina glicada; HOMA-IR = Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance;
HOMAZ2-IR= Homeostasis Model Assessment; Zinco plasmético (ug/dL); Zinco eritrocitario (ug/gHb);
Zinco urinario (ug/24 horas); Glicose (mg/dL); Insulina (uU/mL).

A Tabela 8 traz os resultados da analise de correlacdo entre os parametros
do zinco, cortisol e marcadores do controle glicémico do grupo controle. Verificou-
se que houve correlacdo positiva significativa entre a concentracdo plasmatica de

zinco e glicose de jejum (p<0,05).
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Tabela 8 — Analise de correlacédo linear simples entre os parametros do zinco,

cortisol e controle glicémico no grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2018.

Zinco Zinco Zinco Zinco

Parametros Dietético Plasmatico Eritrocitario Urinario

r p r p r p r p
Cortisol 0,115 0,486 0,021 0,889 0,137 0,369 -0,171 0,273
Glicose 0,030 0,857 0,425 0,004* -0,136 0,372 -0,051 0,744
Insulina 0,047 0,778 -0,035 0,822 0,156 0,307 -0,109 0,485
HbAl -0,020 0,903 0,029 0,848 0,030 0,844 -0,067 0,669
HOMA-IR 0,029 0,863 0,117 0,445 0,091 0,552 -0,091 0,561
HOMAZ2-IR 0,042 0,801 0,017 0,914 0,136 0,373 -0,209 0,485

*Correlagéo Linear de Pearson (p<0,05). HbA1 = hemoglobina glicada; HOMA-IR = Homeostasis

Model Assessment Insulin Resistance; HOMA

2= Homeostasis Model Assessment;

Zinco

plasmatico (ug/dL); Zinco eritrocitario (ug/gHb); Zinco urinario (ug/24 horas); Glicose (mg/dL);

Insulina (MU/mL).

A analise de correlacdo entre o cortisol sérico e os parametros do controle

glicémico de ambos o0s grupos néo evidenciou

significativo (p>0,05).

resultado estatisticamente

Sobre aos dados da analise de regressdao linear multipla, verificou-se que as

variaveis zinco plasmatico, eritrocitario, urinario e cortisol sérico ndo foram

previsoras dos parametros glicémicos em ambos 0s grupos.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a associagdo entre o cortisol sérico,
biomarcadores do zinco e a resisténcia a insulina em mulheres obesas. Sobre as
analises do cortisol, as concentracdes séricas desse hormdnio das participantes
obesas encontravam-se adequadas em relagdo aos valores de normalidade, nao
sendo observada diferenca estatistica significativa, quando comparadas ao grupo
controle. Estes resultados corroboram os achados de Martins et al. (2014) e Rask
et al. (2001) que também avaliaram essas variaveis.

Existem alguns fatores que podem contribuido para manter as
concentracdes séricas de cortisol adequadas nas mulheres obesas desse estudo.
Uma das provaveis explicacbes € o fato de que o aumento nos valores séricos
desse horménio é capaz de inibir a secrecdo do hormodnio liberador de
corticotropina (CRH) e da adrenocorticotropina (ACTH), substéancias indutoras da
secrecdo de cortisol (GATHERCOLE et al., 2011). Esse mecanismo de feedback
negativo favorece a manutencdo das concentracfes séricas desse glicocorticoide
em valores dentro da faixa de normalidade.

E oportuno chamar a atencdo que embora n&o tenha sido verificado
hipercortisolemia nas participantes obesas desse estudo, pode-se pressupor que
ocorre conversao desse horménio para a sua forma biologicamente ativa em seus
tecidos alvos, 0 que permite a sua expressiva atuacado mesmo sob concentracfes
adequadas no sangue (SVENDSEN, 2009), conforme os resultados deste estudo.

Quanto aos parametros de avaliacdo do zinco, em relacdo a ingestao
dietética desse mineral, pbde-se verificar que as dietas consumidas pelas
pacientes obesas tiveram valores de zinco superiores as recomendacdes. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por Cominetti; Garrido-
Junior; Cozzolino (2006), Ferro et al. (2011) e Martins et al. (2014), que
encontraram dados semelhantes.

A ingestdo de zinco acima dos valores de referéncia pelas participantes
dessa pesquisa pode ser justificada pelo habito alimentar da populagéo,
caracterizado pelo consumo de alimentos ricos em proteinas, principalmente carne
vermelha e outros alimentos de origem animal, que séo fontes alimentares desse
mineral (GIBSON, 2012; BRASIL, 2011).
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Nesse sentido, € oportuno mencionar a analise de correlacdo realizada
entre a ingestdo dietética de proteinas e de zinco, sendo verificada correlagdo
positiva forte entre essas variaveis em ambos os grupos (dados ndo apresentados
nos resultados). Esse resultado ratifica o fato de que o maior consumo de
alimentos fontes de proteinas esta associado a quantidades elevadas de zinco na
dieta.

Sobre as concentracdes de zinco no plasma, pdde-se observar que as
mulheres obesas apresentaram valores inferiores a faixa de normalidade, com
diferenca estatistica significativa, quando comparadas ao grupo controle. Esses
dados estdo de acordo com aqueles encontrados nos estudos de Samad et al.
(2017) e Suliburska et al. (2013). No entanto, os dados dessa pesquisa foram
diferentes dos resultados encontrados por Tascilar et al. (2011). Sobre este dado, é
oportuno mencionar que este marcador constitui um componente sanguineo de
elevada labilidade, sendo passivel de sofrer alteracfes agudas.

Assim, nesse estudo, também foi conduzida andlise de zinco também nos
eritrocito das mulheres obesas, sendo verificados valores reduzidos, quando
comparados ao grupo controle, com diferenca estatistica significativa e inferiores
ao padrao de normalidade. Esse resultado reflete alteracdes cronicas no estado
nutricional relativo a esse mineral, uma vez que essas células possuem meia-vida
longa (120 dias), o que evidencia a presenca de disturbios na homeostase do zinco
a longo prazo nas obesas avaliadas.

Além disso, a analise de variancia mostrou que as concentracées
plasmaticas e eritrocitarias de zinco encontravam-se reduzidas no grupo de
pacientes com obesidade grau Il e lll, quando comparadas com as mulheres
eutroficas. Ainda nesse sentido, o estudo de associacdo entre a presenca de
obesidade e a existéncia de deficiéncia de zinco revelou elevado grau de
associacao. Esse resultado reforca a existéncia de alteracbes na distribuicdo do
zinco na presenca de obesidade, mesmo em situacdo de menor grau de
adiposidade.

Com relacéo as concentragdes de zinco na urina, estas estavam superiores
nas participantes obesas, quando comparadas ao grupo controle, com diferenca
estatistica significativa, embora os valores médios encontrados desse parametro
estivessem abaixo do padrdo de normalidade em ambos 0sS grupos. A excregao

urinaria do mineral abaixo dos valores de referéncia nas mulheres obesas ratifica a
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presenca de descontrole metabdlico nesse grupo, pois, em individuos saudaveis,
ocorre reducédo dos valores excretados em situacdo de deficiéncia de zinco, para
manutencdo das suas concentracdes plasmaticas (BONAVENTURA et al., 2015),
fato ndo observado nas mulheres obesas avaliadas.

Nessa discusséo, vale destacar aspectos importantes sobre o objeto desse
estudo, ou seja, a provavel influéncia do cortisol na distribuicdo alterada do zinco
no organismo de individuos obesos. Assim, 0 aumento na producéo de cortisol em
tecidos periféricos poderia induzir a expressdo da metalotioneina e ZIP-14,
proteinas que promovem a reducdo do zinco sanguineo. No entanto, os resultados
ndo demonstraram correlacdo entre as concentracdes séricas desse horménio e
parametros do zinco. Dessa forma, a hipozincemia evidenciada no estudo, pode
ser decorrente de outros fatores e ndo apenas pelo cortisol, a exemplo do estresse
oxidativo e da inflamacéo cronica subclinica, presentes na obesidade (MARTINS et
al., 2014).

Destaca-se que o estresse oxidativo pode ter aumentado a demanda por
esse micronutriente, pois o0 zinco atua como cofator de enzimas com acao
antioxidante em tecidos especificos (MARREIRO et al., 2017). Associado a isso, a
inflamacé&o cronica pode ter induzido a expressdo do MTF-1, que, por sua vez,
promove influxo de zinco para os tecidos hepatico e adiposo, o que pode ter
contribuido para os resultados encontrados nessa pesquisa.

Ainda nessa discussdo, ressalta-se que a andlise das concentracfes de
cortisol no soro ndo constitui um parametro capaz de refletir o seu metabolismo, ou
seja, ndo permite identificar o quanto de cortisol € secretado e convertido para a
forma biologicamente ativa. Assim, tal biomarcador limita a obtencdo de um
resultado mais consistente sobre a sua influéncia no metabolismo do zinco,
considerando que os efeitos do cortisol podem ser ampliados em tecidos
especificos, independente das suas concentracdes circulantes.

Considerando que os possiveis efeitos do cortisol sobre a homeostase do
zinco podem trazer repercussdes metabdlicas, a exemplo da resisténcia a insulina
em obesos, no presente estudo, foi avaliado o controle glicEmico das participantes.
As concentragOes séricas de glicose, insulina e valores médios dos indices de
resisténcia a insulina ndo mostraram diferenga estatistica entre os grupos, estando

dentro dos valores de normalidade. Entretanto, os valores de hemoglobina glicada
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estavam significativamente superiores, quando comparados ao grupo controle,
mesmo dentro dos valores de normalidade.

Os valores superiores de hemoglobina glicada, observados nas mulheres
obesas avaliadas, refletem variacdes nas concentracdes séricas de glicose a longo
prazo, com elevacdes na glicemia durante um periodo de cerca de 3 meses (ADA,
2017). Assim, pode-se inferir que as participantes obesas desse estudo constituem
candidatas em potencial para a manifestacdo de descontrole glicémico.

Nessa abordagem, na perspectiva de um melhor entendimento sobre a
influéncia da obesidade sobre o descontrole glicémico, foi conduzida analise de
correlacdo entre os parametros antropométricos IMC, peso e circunferéncia da
cintura e alguns marcadores do controle glicémico, como glicose de jejum, HOMA-
IR e hemoglobina glicada, sendo observada correlacao positiva significativa entre
esses parametros. Tal resultado reforca a influéncia do aumento da adiposidade
sobre o prognéstico do descontrole glicémico dessas pacientes.

A andlise de correlacdo entre os parametros bioquimicos do zinco e controle
glicémico das participantes obesas ndo evidenciou resultado significativo. Sobre
esse dado, vale mencionar que, embora o zinco desempenhe papel importante na
acdo da insulina, outros fatores também influenciam a atuacdo desse hormonio,
como outros nutrientes e hormaonios.

Sobre os resultados da andlise de regressado linear multipla, observou-se
gue as variaveis zinco plasmatico, eritrocitario, urinario e cortisol sérico ndo foram
previsoras dos parametros glicémicos em ambos o0s grupos. Nesse sentido,
destacam-se alguns fatores que podem ter contribuido para auséncia de resultado
significativo entre as variaveis estudadas, a exemplo das concentracfes séricas
adequadas de cortisol e auséncia de resisténcia periférica a acdo da insulina.

Nesse estudo, é oportuno mencionar que o fato de nao ter sido realizada
analise de outros marcadores para a avaliacdo do metabolismo do cortisol, a
exemplo do cortisol na saliva e urina, bem como possiveis erros de afericdo,
transporte e manuseio das amostras podem constituir limitagbes para uma
discussdo mais aprofundada dos resultados. Além disso, o tamanho amostral do
estudo também pode ter inviabilizado a obtencéo de resultados mais consistentes
nas analises estatisticas conduzidas, em particular sobre os dados do consumo

alimentar.
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A partir dos dados do estudo, tem-se como perspectiva, buscar avancar na
avaliacdo de outros biomarcadores do cortisol que possam proporcionar uma
resposta mais eficaz sobre a atuacdo desse hormdnio em organismos de obesos.
Além disso, em pesquisas futuras, sugere-se identificar, por meio de parametros
moleculares, a interacdo desse hormdnio com os mecanismos envolvidos no

metabolismo do zinco.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e As mulheres obesas avaliadas nesse estudo apresentam concentracdes
séricas adequadas de cortisol,

e O estudo aponta a existéncia de inadequacgédo no estado nutricional relativo
ao zinco nas mulheres obesas, caracterizada por valores elevados do
mineral na dieta, com concentragfes reduzidas nos eritrécitos, plasma e
urina;

e A avaliagéo dos parametros do controle glicémico ndo revela a existéncia de
um quadro de resisténcia a insulina nas participantes do estudo;

e O estudo néo evidencia a influéncia do cortisol sobre o metabolismo do

zinco e a resisténcia a insulina nas mulheres obesas avaliadas nesse

estudo.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCA(;AO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO
Campus Universitario Ministro Petrénio Portella - Bairro Ininga — Teresina/PI

CEP: 64049-550 - Fone (86) 3215 5437.
E-mail: ppgan@ufpi.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Status do Zinco e sua Relacdo com Disturbios Enddcrino-
Metabdlicos em Mulheres Obesas Morbidas

Pesquisador responsavel: Dra. Dilina do Nascimento Marreiro
Instituicdo/Departamento: UFPI/ Departamento de Nutricdo

Pesquisadores participantes: Dra. Dilina do Nascimento Marreiro, Jennifer Beatriz
Silva Morais, Jéssica Batista Beserra, Juliana Soares Severo

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99911-7297 (tim)/ 99800-4216(tim) /
99990-2368(tim)/ 99452-7663 (claro)

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao
responsavel pelo estudo sobre qualquer duvida que tiver. Este estudo sera
conduzido pelas Mestrandas Jennifer Beatriz Silva Morais, Jéssica Batista Beserra,
Juliana Soares Severo, sob orientacdo da Profa. Dra. Dilina do Nascimento
Marreiro. Apds ser esclarecida sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine este documento, que estd em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé nao sera
penalizada. Em caso de duavida, vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui pelo telefone (086) 3237-2332.
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DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar o estado nutricional relativo ao zinco e sua relagéo
com distarbios endd6crino-metabolicos em mulheres obesas mérbidas. Para tanto, a voluntaria sera
submetida a suplementacdo medicamentosa e a coleta de sangue venoso para analise do
zinco,colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides, TSH, T3 e T4 livres, T3 e T4 totais, anticorpos
tireoideanos antitireoperoxidase e antitireoglobulina, interleucina-6, fator de necrose tumoral a,
interleucina-1B, interleucina-10, proteina C reativa, TGF-B, adiponectina, zinco-a2-glicoproteina,
leptina, glicose, insulina, cortisol, atividade das enzimas superdxido dismutase e glutationa
peroxidase, creatinina sérica, malondialdeido, bem como a coleta de urina para determinacéo de
zinco urindrio , cortisol urinério e creatininiria de 24h e, além disso, sera determinado o consumo
alimentar por meio de registros alimentares. N&o seré realizada entrevista gravada ou filmada.

Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrerd& nenhum prejuizo, no entanto, as
perguntas presentes na ficha de cadastro e no registro alimentar, poderd trazer possivel
constrangimento da participante. Além disso, em vista da coleta do material biol6gico requerido para
realizacdo desta pesquisa, a participante poderd sentir leve desconforto, ocorréncia de eventuais
hematomas, dor e sangramento e, em casos mais raros, infec¢do. A fim de minimizar esses riscos,
a coleta sera realizada por profissional de enfermagem experiente, utilizando materiais estéreis e
descartaveis, e a equipe estara preparada para auxiliar a participante diante de qualquer
intercorréncia.

As participantes do estudo terdo como beneficios os resultados dos exames bioquimicos
das amostras de sangue e de urina, que serdo fornecidos apos a realizagdo dos mesmos, e
orientacdo nutricional. Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Piaui (Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela,
Bairro Ininga, Pr6 Reitoria de Pesquisa — PROPESQ, CEP: 64.049-550, Teresina, Piaui, Brasil;
telefone: (86) 3237-2332.

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em
sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o pesquisador, a equipe do
estudo, Comité de Etica independente e inspetores de agéncias regulamentadoras do governo
(quando necessario) terdo acesso a suas informacdes para verificar as informacdes do estudo. O
projeto tera duragéo de dois anos, com término previsto para o primeiro semestre de 2018.

Nomes e assinaturas dos pesquisadores

Jennifer Beatriz Silva Morais
Jéssica Batista Beserra
Juliana Soares Severo

Dilina do Nascimento Marreiro
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG

,CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo

“Status do Zinco e sua Relacdo com Disturbios Endécrino-Metabdélicos em
Mulheres Obesas Mdérbidas”, como sujeito. Tive pleno conhecimento das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Discuti com
as mestrandas Jennifer Beatriz Silva Morais, Jéssica Batista Beserra e Juliana
Soares Severo sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros
para mim quais serdo o0s propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta
de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo. A
retirada do consentimento ao estudo ndo acarretara penalidades ou prejuizos.
Teresina
Y S

Assinatura do participante

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (n@o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observacdes complementares
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APENDICE B - FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

IDENTIFICACAO N° Formulario:

Data: / /

Nome:

DN: / / Idade: anos

Endereco:

Bairro: Cidade:

Telefone: Celular 1: Celular 2:

NUmero de pessoas em casa:

HISTORIA CLINICA

a) Uso de medicamentos: Sim ( ) N&o ( ) Quais?

b) Uso de Suplementos: Sim ( ) Nao ( ) Quais?

c) Presenca de doencas: Sim ( ) Nao ( ) Qual?

Diabetes ( ) DRC ( ) Doenca Hepatica ( ) DCV ( ) Céancer ( ) Disfuncdo da

Tireoide
Outras:

PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Peso (kg)

Estatura (m)

IMC (kg/m2)

Circunferéncia da Cintura (cm)
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR

Registro diario de sua alimentacéao

NUmero do Formulario:

s NOs vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro

alimentar tudo que vocé comer_e beber durante todo o dia e a noite. Vocé
deverd anotar todos os alimentos consumidos, sendo 2 dias durante a
semana e um dia no final de semana, totalizando 3 dias.

Durante o preenchimento deste registro alimentar, alguns aspectos sao
importantes:

1. Preencher logo ap6s o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

3. Procurar identificar o tamanho das frutas, vegetais, pedacos de carne,
ou a quantidade que cada alimento é consumido, bem como o tipo de
preparacao (frito, cozido, assado) e caso haja molho, que tipo foi
utilizado.

4. Diferenciar qual o utensilio € usado, por exemplo:

1. Colher — de ché, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2. Xicara — de cha ou de café
3. Copo — grande ou de requeijao (americano)
4. Prato de sobremesa
5. Consumo mensal de 6leo e sal da
familia:

A: Colher de servir; B: Colher de sopa; C: Colher de F:Prato de sobremesa
sobremesa; D: Colher de cha; E: Concha de servir

G: Xicara cheia; H: Xicara

—a
‘nivelada; I: Xicara média

Copo americano




REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

NUMERO DO FORMULARIO:

Data

73

/

Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES
(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)

MARCA
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APENDICE D - INSTRUCOES AS PARTICIPANTES QUANTO A OBTENCAO DE
URINA DE 24 HORAS

Para se obter exatiddo do resultado € muito importante que a urina seja
coletada cuidadosamente. A obtencdo da urina sera realizada em frasco plastico
de 2 litros, previamente desmineralizado, sem conservante e deve ser mantida
REFRIGERADA até o horario da entrega.

A urina deverd ser obtida da seguinte forma: pela manhd, ao acordar, a
paciente ira esvaziar a bexiga (desprezar a primeira urina, ou seja, ndo devera
guarda-la no frasco) e marcar rigorosamente este horario. Dai por diante, coletar
todas as urinas do dia e da noite, integralmente a cada miccéo, colocando-as no
frasco de coleta e mantido em geladeira (n&o congelar) entre as micgoes.

No dia seguinte coletar a 12 urina da manhd, no mesmo horario que
desprezou a 12 urina do dia anterior e no mesmo frasco completando assim o

periodo de 24 horas.

ATENCAO: Todo o material sera fornecido pelo pesquisador.
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA/UFPI

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS Wﬂl"
UNIVERSITARIO MINISTRO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: STATUS DO ZINCO E SUA RELACAO COM’DISTURBIOS ENDOCRINO-
METABOLICOS EM MULHERES OBESAS MOREIDAS

Pesquisador: Dilina do Nascimento Marreiro

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 62283116.6.0000.5214

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nlmero do Parecer: 1.848.088

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa intitulado STATUS DO ZINCO E SUA RELACAOQ COM DISTURBIOS
ENDOCRINO-METABOLICOS EM MULHERES OBESAS MORBIDAS, que tem como pesquisador
responsavel o prof. (a) Dilina do Nascimento Marreiro, como pesquisador assistente as Sr.(as) Jennifer
Beatriz Silva Morais, Jéssica Batista Beserra, e Juliana Soares Severo.

Para o desenvolvimento da pesquisa, o pesquisador apresenta como justificativa que atualmente, os
minerais t€m sido alvo de pesquisas com intuito de esclarecer a influéncia destes nos disturbios enddcrino-
metabolicos presentes em obesos. O zinco, em particular, € importante por sua atuagdo como nutriente
antioxidante, anti-inflamatorio, indutor da secrecéo de insulina e sensibilizador da agdo desse hormdnio,
bem como por sua participacdo no metabolismo energético, em particular como cofator da zinco-2-
glicoproteina e na sintese e conversao dos hormdnios tireoidianos, indicando no desenho do estudo a
utilizacdo da metodologia de estudo de natureza transversal, analitico, com caso e controle.

Para o recrutamento o pesquisador convidara pacientes de uma clinica particular.

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquiza

Bairro: Ininga CEP: 64.040-550

UF: PI Municipio: TERESINA

Telefone: (86)3237-2332 Fax. (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpledu_br
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UFPI - UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PIAU| - CAMPUS W“‘-"
UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuagdo do Parecer: 1 848 088

Sé&o indicados como critérios de incluséo e exclusio, respectivamente:As participantes serdo selecionadas
por meio de entrevista, com os seguintes critérios de incluséo: idade entre 20 e 50 anos, indice de massa
corporea a partir de 40,0 kg/m? (grupo caso) e entre 18,5 & 24,9 kg/m? (grupo controle), auséncia de
diabetes mellitus, doencas gastrointestinais crénicas (doenca inflamatoria intestinal, doenca celiaca), doenca
renal crdnica, cdncer ou infeccGes recentes; ndo estar gestante ou lactante; ndo estar participando de outro
estudo clinico; nao fazer uso de suplemento vitaminico-mineral e/ou medicamentos que possam interferir no
cortisol e no

estado nutricional relativo ao zinco; ndo fumantes; ndo ingerir dlcool de forma crénica.

Assim, foi estabelecida para a pesquisa uma amostra de 124 participantes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar o status zinco e sua relagdo com disturbios endécrino-metabdlicos em mulheres obesas.

Objetivo Secundario:

+» Determinar as concentracdes do zinco plasmatico, eritrocitario e urinario, bem como estimar o consumo
alimentar desse mineral e sua adequacéo na dieta;

« Determinar as concentracdes séricas de zinco-2-glicoproteina, lipidios, leptina e dos horménios e
anticorpos tireoidianos;

» Determinar as concentracdes séricas e urinarias de cortisol;* Avaliar o controle glicEmico e a resisténcia a
insulina;

+ Determinar as concentragfes plasmaticas do malondialdeido;

+ Avaliar a fun¢&o renal.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A possivel dificuldade para a execucéo desta pesquisa envolve a baixa adesio das mulheres obesas a
participar do estudo. Entretanto,

considerando a experiéncia dos pesquisadores envolvidos no projeto, tal dificuldade ndo tornara inviavel a
execucio do mesmeo dentro do cronograma estabelecido. Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrera
nenhum prejuizo, no entanto, as perguntas presentes na ficha de cadastro e no registro alimentar, poderéao
levar a um possivel constrangimento da participante. Além disso,

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pré-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550

UF: PI Municipio: TERESINA

Telefone: (86)3237-2332 Fax: (88)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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UFPI - UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS W"l"
UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuacéo do Parecer: 1.848.088

em vista da coleta do material biolégico

requerido para realizacdo desta pesquisa, a participante podera sentir leve desconforto, ocorréncia de
eventuais hematomas, dor e sangramento e, em casos mais raros, infeccdo. A fim de minimizar esses
riscos, a coleta sera realizada por profissional de enfermagem experiente, utilizando materiais estéreis e
descartaveis, e a equipe estara preparada para auxiliar a participante diante de qualquer intercorréncia.

Beneficios:
As participantes receberao os resultados da avaliacdo antropomeétrica e dos exames bioquimicos, além de
orientacdes nutricionais especificas, de acordo com seu estado nutricional e de salde.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Realizada a analise documental a partir da qual foi procedida a uma apreciacéo ética da pesquisa, restou
evidenciada a sua pertinéncia e valor cientifico.

A metodologia escolhida para o desenvolvimento da pesquisa, tendo em vista as varias correntes
metodoldgicas existentes, encontra-se em conformidade com o0s fins objetivados, ao tempo em gque
evidencia o respeito aos preceitos éticos orientadores de uma pesquisa envolvendo seres humanos.

Na elaboracdo do projeto de pesquisa ora em apreco, percebe-se a atencéo do pesquisador no que
concerne & situacdo de vulnerabilidade inerente & condicdo de participante que, respeitado em sua
individualidade, tem protegidas as suas dimensodes fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural e
espiritual.

Por fim, o pesquisador responsavel € profissional experiente, como evidenciado pelo curriculo anexado,
sendo tal circunsténcia mais um instrumento de seguranca conferida ao participante que estara devidamente

amparado durante todo o desenvolvimento da pesquisa.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

ATodos os termos de apresentacdo foram anexados

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550

UF: PI Municipio: TERESINA

Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@uipledu.or
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: Plataforma
FEDERAL DO PIAUi - CAMPUS g@m
P UNIVERSITARIO MINISTRO
Continuacio do Parecer: 1.848.088
Declaracio de f)eclaracao_Pesquisadores.pdf 09/11/2016 |Dilina do Nascimento| Aceito
Pesquisadores 15:57:19 | Marreiro
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 09/11/2016 |Dilina do Nascimento| Aceito
15:55:35 |Marreiro
Cronograma Cronograma.pdf 09/11/2016 |Dilina do Nascimento| Aceito
15:55:10 | Marreiro
TCLE / Termos de | Termo_de_consetimento.docx 09/11/2016 |Dilina do Nascimento| Aceito
Assentimento / 15:49:00 |Marreiro
Justificativa de
Auséncia

Situac¢ido do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

TERESINA, 03 de Dezembro de 2016

Assinado por:

Lucia de Fatima Almeida de Deus Moura
(Coordenador)



