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RESUMO

SOUSA, M. P. S. Rela¢ao entre marcadores da inflamacao cronica de baixo grau e estado

nutricional relativo ao cobre em mulheres com obesidade. 2022. 64 f. Dissertagao (Mestrado)
- Programa de Po6s-Graduagdo em Alimentos e Nutrigdo, Universidade Federal do Piaui,

Teresina, PI.

INTRODUCAO: A disfungdo do tecido adiposo presente na obesidade contribui para a
manifestagdo de complicagdes metabdlicas com repercussoes clinicas relevantes, a exemplo da
inflamacao crdnica de baixo grau. Nesse sentido, tem havido interesse crescente em identificar
a possivel influéncia de citocinas inflamatérias na homeostase de micronutrientes em
individuos com obesidade, sendo que o cobre, em particular, por sua agdo prd-oxidante,
constitui um dos minerais alvo de diversas pesquisas. Assim, o objetivo deste estudo consiste
em analisar a relacdo entre marcadores da inflamag¢ao ¢ o estado nutricional relativo ao cobre
em mulheres com obesidade. METODOLOGIA: Trata-se de um estudo transversal, com
mulheres na faixa etéria entre 20 e 50 anos de idade, as quais foram distribuidas em dois grupos:
caso (mulheres com obesidade, n = 80) e controle (mulheres eutréficas, n = 122). Foram
realizadas afericdes do peso corporal, estatura e circunferéncia da cintura, conforme
metodologia descrita pelo Ministério da Saude. A anélise da ingestdo de cobre foi realizada
utilizando o programa Nutwin versao 1.5, ap6s aplicacdo do registro alimentar de trés dias. As
concentragdes de cobre plasmatico e eritrocitdrio foram determinadas segundo o método de
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente, enquanto que a
atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD) nos eritrécitos foi avaliada em analisador
bioquimico automatico. A determinagdo das concentracdes séricas de Interleucina (IL)-6, IL-8,
IL-12, IL-10, IL-1P e Fator de Necrose Tumoral-Alfa (TNF-a) foi conduzida por meio do kit
Cytometric Bead Array™ Human Inflammatory Cytokines (BD Biosciences, United States),
procedimento realizado em citdometro de fluxo. Os dados foram analisados por meio do
programa estatistico SPSS for Windows 26.0. RESULTADOS: As mulheres com obesidade
apresentaram concentracdes séricas superiores de IL-6 quando comparadas ao grupo controle
(p <0,05). De forma semelhante, o estudo revelou consumo do mineral superior pelas mulheres
com obesidade (p < 0,05). O grupo caso apresentou concentracdes de cobre superiores no
plasma e inferiores nos eritrocitos quando comparado ao grupo controle. Além disso, a
atividade da SOD nos eritrocitos das participantes com obesidade apresentou-se inferior quando
comparada as mulheres eutréficas (p < 0,05). O estudo identificou correlacdo moderada
negativa significativa entre as citocinas TNF-a e IL-10 e a atividade da SOD nos eritrécitos no
grupo de mulheres com obesidade (p < 0,05). CONCLUSAO: A partir dos resultados deste
estudo, pode-se concluir que as mulheres com obesidade apresentam concentragdes sericas de
IL-6 elevada, o que caracteriza a inflamag&o cronica de baixo grau. Além disso, as mulheres
com obesidade apresentam alteragdes no estado nutricional relativo ao cobre, caracterizadas
por concentragdes elevadas no plasma e reduzidas nos eritrocitos quando comparadas as
eutroficas. As concentragoes de TNF-a e IL-10 apresentam associacao negativa com a atividade
da SOD eritrocitaria nas mulheres com obesidade do estudo. Tal dado sugere a possivel
influéncia da inflamagdo crdénica na distribui¢do do cobre em individuos com obesidade.

Palavras-Chave: Inflamacao; Cobre; Estado Nutricional; Obesidade.



ABSTRACT

SOUSA, M. P. S. Relationship between markers of chronic inflammation and copper
nutritional status in obese women. 2022. 64 p. Masters dissertation - Postgraduate Program
in Food and Nutrition, Federal University of Piaui, Teresina, PI.

INTRODUCTION: The adipose tissue dysfunction present in obesity contributes to the
manifestation of metabolic complications with relevant clinical repercussions, such as low-
grade chronic inflammation. In this sense, there has been growing interest in identifying the
possible influence of inflammatory cytokines on micronutrient homeostasis in obese
individuals. Copper, in particular, due to its pro-oxidant action, is one of the target minerals of
several studies. Thus, the aim of this study is to analyze the relationship between markers of
inflammation and nutritional status relative to copper in obese women. METHODOLOGY:
This is a cross-sectional study, with women aged between 20 and 50 years old, who were
divided into two groups: case (obeses women, n = 80) and control (eutrophic women, n = 122).
Measurements of body weight, height and waist circumference were performed, according to
the methodology described by the Ministry of Health. The analysis of copper intake was
performed using the Nutwin program version 1.5, after applying the three-day food record.
Plasma copper and erythrocyte concentrations were determined using inductively coupled
plasma optical emission spectrometry, while the activity of the enzyme Superoxide Dismutase
(SOD) in erythrocytes was evaluated in an automatic biochemical analyzer. The determination
of serum concentrations of Interleukin (IL)-6, IL-8, IL-12, IL-10, IL-1p and Tumor Necrosis
Factor-Alpha (TNF-a) was carried out using the Cytometric Bead ArrayTM Human kit
Inflammatory Cytokines (BD Biosciences, United States), procedure performed in a flow
cytometer. Data were analyzed using the SPSS for Windows 26.0 statistical program.
RESULTS: Obese women had higher serum concentrations of IL-6 when compared to the
control group (p < 0.05). Similarly, the study revealed higher consumption of the mineral by
women with obesity (p < 0.05). The case group had higher and lower plasma copper
concentrations in erythrocytes when compared to the control group. In addition, SOD activity
in the erythrocytes of obese participants was lower when compared to eutrophic women (p <
0.05). The study identified a significant negative moderate correlation between TNF-a and IL-
10 cytokines and SOD activity in erythrocytes in the group of obese women (p < 0.05).
CONCLUSION: Based on the results of this study, it can be concluded that women with
obesity have elevated serum IL-6 concentrations, which characterizes low-grade chronic
inflammation. In addition, obese women show changes in nutritional status related to copper,
characterized by high and reduced plasma concentrations in erythrocytes when compared to
eutrophic women. TNF-a and IL-10 concentrations are negatively associated with erythrocyte
SOD activity in obese women in the study. This data suggests the possible influence of chronic
inflammation on copper distribution in obese individuals.

Key words: Inflammation; Copper; Nutritional status; Obesity.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ considerada um problema de saude publica mundial, de prevaléncia elevada,
que tem como caracteristica o acimulo excessivo de gordura corporal, resultante do
desequilibrio entre o consumo alimentar e o gasto energético'. E considerada fator de risco para
diversas doencas cronicas, a exemplo do diabetes, cAncer de mama e doengas cardiovasculares®
3

Estudos epidemiologicos tém apontado aumento da prevaléncia dessa doenca ao longo dos
anos em todo o mundo* °. No Brasil, dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) revelam que 21,5% dos
entrevistados estdo obesos, apresentando aumento expressivo desde os dados coletados no ano
de 2006°.

Sobre a patogénese da obesidade, destaca-se que a disfungdo do tecido adiposo contribui
para a manifestacao de complicagdes metabolicas com repercussoes clinicas importantes, como
a inflamagdo cronica de baixo grau, resisténcia a insulina, estresse oxidativo, disfuncao
endotelial e alteragdes no metabolismo da glicose e lipidios’ ®.

No que diz respeito a inflamagao cronica de baixo grau, esta € resultado da ineficiéncia do
organismo em reestabelecer a homeostase do sistema imunitéario, o que, entre outros fatores,
pode ser consequéncia da exposi¢do continua e prolongada ao excesso de consumo energético,
fator que induz o crescimento desordenado do tecido adiposo. Diante disso, ha intenso
recrutamento e infiltragdo de células do sistema imunitario nesse tecido, o que contribui para a
sua disfunc¢do e desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade’.

Outros fatores sdo considerados potenciais para manifestagdo da inflamagdo cronica
associada a obesidade, quais sejam: a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em detrimento da deficiéncia do sistema de defesa antioxidante; a hipoxia, causada
pela expansao do tecido adiposo; bem como alteracdes na microbiota intestinal, caracterizada
pelo aumento da permeabilidade nesse tecido induzida pela disbiose’ .

Nessa tematica, outro aspecto importante diz respeito a provavel influéncia da inflamagao
cronica sobre a homeostase de alguns nutrientes, a exemplo do cobre, em individuos com
obesidade. Algumas citocinas inflamatorias induzem a expressao de enzimas dependentes desse
mineral no figado, como a ceruloplasmina, sendo que apds a expressao dessa enzima, esta ¢
secretada dos hepatocitos para a corrente sanguinea, o que, por consequéncia, eleva a
concentragdo de cobre no plasma'?!>. Sobre esse aspecto, pesquisas tém evidenciado que
individuos com obesidade apresentam concentragdes séricas elevadas de cobre, o que
possivelmente contribui para potencializar alteragdes bioquimicas, metabolicas e moleculares
nesse grupo populacional'>!’.

Diante da possivel influéncia da inflamacé&o crénica de baixo grau na homeostase do cobre,
contribuindo para comprometer as fungdes fisioldgicas realizadas por esse mineral, bem como
a escassez e inconsisténcia de dados na literatura sobre o tema, a realizacéo deste estudo teve a
perspectiva de esclarecer a existéncia de associacdo entre esses marcadores e,
consequentemente, auxiliar na definicdo de possiveis estratégias de intervencao terapéutica no
controle metabdlico na populagdo com obesidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a relacdo entre marcadores inflamatdrios e o estado nutricional relativo ao cobre
em mulheres com obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a ingestdo de cobre e macronutrientes, bem como suas adequacdes na dieta;

e Determinar e comparar as concentragdes séricas IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, IL-1 e TNF-
a entre os grupos do estudo;

e Determinar e comparar as concentragdes de cobre plasmatico e eritrocitario entre os
grupos do estudo;

e Analisar a atividade enzimatica da SOD nos eritrdcitos e comparar com o grupo controle.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DISFUNCAO DO TECIDO ADIPOSO NA OBESIDADE

O tecido adiposo ¢ um 6rgao enddcrino responsavel pela regulagdo térmica, formacao de
metabolitos biologicamente ativos € homeostase energética. No entanto, em situagdo de excesso,
ocorre disfungdo desse tecido caracterizada por dislipidemias, hiperleptinemia, producao
elevada de espécies reativas de oxigénio, inflamagdo cronica de baixo grau e resisténcia a
insulina® %,

A disfungao do tecido adiposo, presente na obesidade, constitui uma das principais causas
do desenvolvimento de dislipidemias em individuos com obesidade, sendo que a acao
acentuada da enzima lipase hormonio sensivel nesse tecido aumenta o fluxo de acidos graxos
livres para o figado, onde estimulam a sintese de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), promovendo hipertrigliceridemia® °.

Em condig¢des de hipertrigliceridemia, ocorre redugdo da atividade da lecitina colesterol
acil-transferase, enzima chave para a sintese de lipoproteinas de alta densidade (HDL), e da
proteina transportadora de fosfolipidios, responsavel por transferir fosfolipidios de
lipoproteinas ricas em triglicerideos para HDL. Essas alteracdes comprometem a maturagdo do
HDL, prejudicando sua atuagdo no transporte reverso do colesterol. Dessa forma, ocorre
aumento no contetido de colesterol em tecidos periféricos e nas concentragdes séricas de
lipoproteinas ricas em triacilglicerois, a exemplo de quilomicrons e VLDL!®: 17,

Outro aspecto determinante para o desenvolvimento de desordens metabdlicas na
obesidade diz respeito a resisténcia a acao da leptina. Nesse sentido, destaca-se que o aumento
da adiposidade eleva as concentragdes de leptina no soro, o que contribui para o
desenvolvimento de resisténcia a acdo desse hormonio na barreira hematoencefalica, levando a
reducdo da ativagdo da via de sinalizagdo para a regulagdo do peso corporal®®2!. Vale ressaltar
que a leptina € uma adipocina responsavel pelo controle da ingestdo alimentar por regular a
fun¢do neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e da gordura, modulando a ingestao
alimentar e o gasto energético®>.

A literatura tem demonstrado correlagdo positiva entre o aumento das concentragdes
plasmaticas de leptina e o excesso de tecido adiposo?”2*. Em um estudo conduzido por Samano
et al. *°, os pesquisadores observaram que adolescentes com obesidade, com idades entre 12 e
18 anos, apresentavam concentracdes plasmaticas de leptina elevadas. De forma semelhante
Olczyk et al. **, encontraram concentragdes plasmaticas aumentadas de leptina em individuos
com obesidade e diabetes do tipo 2.

O estresse oxidativo também constitui fator importante para o desenvolvimento de
comorbidades na obesidade. Diante disso, ressalta-se que a hiperglicemia, concentracdes
elevadas de lipidios nos tecidos, deficiéncias de vitaminas e minerais, inflamagdo cronica,
hiperleptinemia, resisténcia a insulina e disfuncdo mitocondrial, presentes na obesidade, sdo
fatores contribuintes para esse desequilibrio redox*.

Além disso, o estresse oxidativo pode contribuir para o aumento da adiposidade e ainda
alterar a ingestao de alimentos, interferindo no controle do peso corporal, uma vez que espécies
reativas de oxigénio exercem diferentes efeitos sobre os neuronios hipotalamicos que controlam
o comportamento da saciedade e da fome?® ?’.

Outra alteracao metabolica presente em individuos com obesidade ¢ a inflamacgao cronica
de baixo grau, que ¢ consequéncia da producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatorias. Além
de armazenar o excesso de energia na forma de triacilglicerdis, o tecido adiposo, por ser um
orgao enddcrino ativo, secreta diferentes peptideos, as adipocitocinas, a exemplo da IL-6, TNF-
a ¢ Proteina Quimioatraente de Mondcitos 1 (MCP-1). Nesse sentido, € oportuno ressaltar que



16

o tecido adiposo possui limiar seguro de expansdo para o armazenamento de gordura, sem
desenvolvimento de disfungdo. No entanto, quando o limite de expansao ¢ atingido, ocorre
hipoxia nos adipdcitos, levando ao incremento na produ¢do dessas moléculas, exacerbando o
quadro inflamatorio ja existente na obesidade®?®.

Ademais, vale destacar a importancia da infiltracdo de células do sistema imunitario, a
exemplo do interferon-gama, no tecido adiposo, onde induz a polarizacao de macréfagos M2
(anti-inflamatdrios) para o fenotipo M1 (pré-inflamatoério), para aumentar a inflamagao local.
Tal disfuncdo esta associada ao desenvolvimento da aterosclerose e resisténcia a insulina®.

O TNF-a foi a primeira citocina evidenciada com atuacdo direta na inibi¢ao da fun¢do da
insulina no adipdcito’. Essa citocina desregula o principal transportador de glicose responsivo
a insulina (GLUT-4), inibindo a fosforilagdo da tirosina do receptor de insulina e do substrato
1 do receptor de insulina (IRS-1), por meio da producdo de ceramida. Associado a isso, alguns
fatores produzidos por células inflamatdrias, desde entdo, mostraram inibir a sinaliza¢do desse
horménio no adipécito, incluindo IL-6, interferon-gama e MCP-13!.

Portanto, verifica-se a relevancia da busca de um melhor entendimento acerca dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da obesidade, bem como a importancia de estudos
que abordem a elaboragdo de estratégias mais eficazes no controle das comorbidades associadas
a doenca.

3.2 ASPECTOS METABOLICOS E FISIOLOGICOS DO COBRE

O cobre ¢ um metal de transicdo, cujo principal papel metabolico se da essencialmente
como cofator catalitico para a atividade de suas enzimas dependentes, as cuproenzimas. Tais
enzimas sao essenciais para a respiragao celular, oxidacdo e transporte de ferro, formacao de
pigmentos, biossintese de neurotransmissores, defesa antioxidante e formacdo do tecido
conjuntivo’2,

Com relagdo a absor¢ao do cobre, esta ocorre em sua maioria no duodeno, onde o mineral
¢ transportado através da membrana plasmatica para o interior do enterdcito por meio do
transportador de cobre 1 (CTR1). O CTR1 ¢ uma proteina transmembrana que atua como um
canal de ions para facilitar o transporte de cobre ao citoplasma. Alguns outros transportadores
também podem contribuir para a absor¢do desse nutriente, como por exemplo os
transportadores de cobre adicionais (CTR2) e o transportador de metal divalente 1 (DMT1),
embora tenham menos afinidade pelo mineral e ndo sejam eficazes para compensar a perda da
funcdo da CTR1%* 34,

Uma vez dentro do enterécito, o cobre pode ser retido no citoplasma pela metalotioneina,
uma proteina de baixo peso molecular, a qual ¢ fundamental para a prevengao de danos toéxicos
e oxidativos do metal. No meio intracelular, o cobre também ¢é captado por proteinas
transportadoras denominadas chaperonas, que entregam o mineral a varios compartimentos
subcelulares, onde atua como cofator de cuproenzimas>2.

Entre as chaperonas de cobre cita-se a Proteina Antioxidante 1 (ATOX1), que fornece o
mineral para os dominios N-terminais de ligagdo ao metal das ATPases transportadoras de cobre
ATP7A (ATPase copper transporting alpha) e ATPTB (ATPase copper transporting beta),
localizadas na rede trans-Golgi. Essas ATPases catalisam a translocagdo de cobre dependente
de ATP através das membranas, funcao chave no efluxo e secre¢dao do cobre intracelular para o
espaco extracelular®® %>,

Ap0s ser exportado das células intestinais por intermédio da ATP7A, o cobre ¢ ligado as
proteinas transcupreina e albumina, bem como a aminoécidos, entre estes a histidina, glutamina,
treonina e cisteina, que fornecem o mineral para os tecidos, principalmente para o figado, pela
circulagio porta hepatica (Figura 1)*%3°,
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Figura 1. Metabolismo do Cobre no Enterocito.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

O cobre é importado na membrana plasmatica pelo transportador CTR1 e direcionado a chaperonas
dependentes de cobre e a metalotioneina (MT). A MT se complexa ao cobre no citoplasma, evitando a
toxicidade do metal. A Atox 1 conduz cobre para a rede trans-Golgi e para o transportador ATPA7. A COX17
carreia o mineral para mitocondria, para a sintese de citoromo C-oxidase. A CCS conduz o cobre para a Cu/Zn
SOD. O ATPA7 promove a exportacdo do mineral para o meio extracelular para se ligar a albumina e histidina,
que irdo transporta-lo a diversos tecidos, principalmente para o figado. MT, Metalotioneina; Atox1,
antioxidant 1 copper chaperone; ATP7A, ATPase copper transporting alpha; CTR1, transportador de cobre
1; CCS, copper-delivering chaperone required for SOD; Cu, cobre; SOD, superoxido-dismutase; COX17,
cytochrome c oxidase copper chaperone; CCO, citocromo C-oxidase.

Para ser absorvido pelos hepatdcitos, o cobre na forma ctiprica (Cu?*), precisa ser reduzido
para a forma cuprosa (Cu'"), fun¢io exercida pelas redutases de ferro Dcytb e a Steap2. Em
seguida, a depender da necessidade do organismo e da biodisponibilidade desse micronutriente,
o cobre pode ser armazenado nos hepatocitos, secretado de volta para a corrente sanguinea ou
ser excretado na bile, sendo este o principal mecanismo responsavel por regular a sua
homeostase no figado®’

De forma semelhante a absor¢ao nos enterdcitos, o CTR1 importa cobre para o interior do
hepatdcito, onde o mineral se liga a chaperonas, a exemplo da CCS (CCS - copper-delivering
chaperone riquired for SOD) e ATOX 1. Esta ultima conduz o cobre para a rede trans-Golgi,
organela na qual o micronutriente ¢ incorporado a ceruloplasmina por intermédio da ATP7B.
Em seguida, a ceruloplasmina sai do hepatocito e ¢ transportada pela corrente sanguinea para
vérios tecidos®® %7,

Destaca-se que, quando hd actimulo de cobre no hepatdcito além das necessidades
metabolicas, a ATP7B se desloca da rede frans-Golgi em direcdo a membrana apical da célula
para facilitar a excre¢do do excesso do mineral na bile. Em seguida, o cobre biliar, que ¢
complexado com sais biliares, torna-se ndao biodisponivel, sendo, entdao, perdido nas fezes em
concentragdes de, aproximadamente, 1 mg/dia (Figura 2)*%37.
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Figura 2. Metabolismo do Cobre no Hepatocito.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

O cobre é importado na membrana plasmatica pelo transportador CTR1 e direcionado a chaperonas
dependentes de cobre. A Atox 1 conduz cobre para a rede trans Golgi e para o transportador ATP7B. A
COX17 conduz o mineral a mitocoéndria, para a sintese de citoromo C-oxidase. A CCS conduz o cobre para a
Cu/Zn SOD. O ATP7B promove a exportacao do mineral ao ducto biliar, para em seguida ser excretado; como
também é responsavel pela incorporacdo do cobre a CP, que sera secretada na circulagdo. Atox1,
antioxidant 1 copper chaperone; ATP7B, ATPase copper transporting beta; CTR1, transportador de cobre
1; CCS, copper-delivering chaperone required for SOD; Cu, cobre; SOD, superoxido-dismutase; COX17,
cytochrome c oxidase copper chaperone; CCO, citocromo C-oxidase; CP, ceruloplasmina.

De forma semelhante a outros metais, a propor¢ao de cobre absorvida diminui ou aumenta
em situacdes de excesso ou deficiéncia, respectivamente. Nesse sentido, destaca-se que em
situagdes de acumulo excessivo de cobre, ocorre redugdo da expressao do transportador CTR1,
bem como remogao deste da superficie da membrana celular para o interior do citoplasma por
meio de internalizacdo ou de degradagdo dependente de endocitose. Por outro lado, em
condi¢des de concentragdes reduzidas do mineral, tal receptor no meio intracelular pode
retornar & membrana plasmatica para, dessa forma, viabilizar a captagio do micronutriente’® %,

O cobre estd amplamente distribuido nos alimentos e suas melhores fontes sdo figado,
mexilhdes, ostras, cereais integrais, nozes e chocolate. As principais fontes alimentares
fornecem entre 300 e 2.000 pg do mineral por 100 g de alimento. A maior parte dos graos, dos
produtos a base de chocolate, das frutas e vegetais, como frutas secas, cogumelos, tomate,
banana, uva, batatas e a maioria das carnes apresenta quantidades intermediarias de cobre, entre
100 e 300 ug/100 g*.

Vale ressaltar que varios fatores dietéticos diminuem a biodisponibilidade do cobre,
incluindo frutose, acido ascorbico, alguns aminoacidos e minerais como o zinco, ferro e
molibdénio, principalmente quando a ingestao desses constituintes da dieta ¢ alta. Isso pode ser
justificado pela competi¢ao por transportadores celulares na mucosa intestinal, bem como
alteragdes no pH do intestino, o que culmina na redugiio da absor¢io desse micronutriente.

A avaliagdo do estado nutricional relativo ao cobre pode ser determinada pela analise da
ceruloplasmina, do cobre sérico livre e do cobre sérico total, biomarcadores de maior
importancia. Nesse sentido, ressalta-se que, aproximadamente, 95% do metal no plasma esta
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incorporado a ceruloplasmina, a qual possui sua atividade enzimatica reduzida na deficiéncia
desse mineral, o que faz dessa proteina um parametro eficiente para avaliacdo do estado
nutricional relativo ao cobre*!>#2,

Uma outra técnica em potencial para determinar o estado nutricional relativo ao cobre ¢ a
analise da atividade enzimatica da SOD nos eritrocitos, uma vez que, em casos de restri¢gao
dietética de cobre, ha reducdo da atividade dessa enzima na célula. A determinacdo da
chaperona CCS também tem se apresentado como um parametro bioquimico promissor, pois
uma propor¢ao significativa de cobre celular esta ligada a essa proteina, o que destaca a sua
utilizagdo na avaliacdo do estado nutricional relativo a esse mineral. Diante disso, tem-se
sugerido a razao CCS/SOD para a obten¢ao de resultados mais fidedignos sobre a deficiéncia
em cobre*.

3.3 CoNsuMO DE COBRE

O consumo de alimentos da populagdo mundial tem sofrido mudancas, caracterizadas pelo
aumento da ingestdo de alimentos com densidade energética elevada, pobres em fibras e ricos
em gordura saturada, gordura frans e aglicares simples, os quais, associados a inatividade fisica,
ao tabagismo e ao consumo excessivo de alcool, tém sido identificados como preditores
independentes da obesidade, entre outras doengas cronicas ** *4. Nesse sentido, tem havido
crescente interesse de pesquisadores em evidenciar a importancia do consumo adequado de
micronutrientes, a exemplo do cobre, para a prevencio e controle dessas doengas #4647,

Tan e Soma Roy®, por meio de um estudo transversal que envolveu 128 individuos com
IMC elevado, identificaram associacao positiva entre a ingestdo dietética de cobre e resisténcia
a insulina. Os autores destacam a importancia do consumo adequado desse mineral. Jiang et
al.®, por sua vez, ndo encontraram inadequacOes no consumo de cobre, mas verificaram
correlacdo negativa entre teor desse micronutriente na dieta e circunferéncia da cintura de
homens e mulheres participantes da Pesquisa Nacional de Saude e Nutri¢do dos Estados Unidos
(NHANES 2007 — 2014), indicando a ingestdo adequada de cobre como um possivel fator
preventivo da obesidade.

No estudo de Tureck et al*’, ao avaliar a relagio entre a ingestio de nutrientes
antioxidantes pela populacdo brasileira e o estado nutricional dos individuos, os pesquisadores
observaram maiores percentuais de ingestdo insuficiente de cobre nos idosos de ambos 0s sexos
e nos adultos com baixo peso, o0 que provavelmente pode ser consequéncia da reducao do apetite
durante o processo de envelhecimento, ou pela dificuldade no acesso a uma alimentacdo variada.

E oportuno ressaltar a escassez de estudos clinicos que indicam a deficiéncia da ingestdo
dietética de cobre, em particular na populagdo com obesidade, o que, possivelmente, ¢
consequéncia da variedade de alimentos fontes do mineral. Sob outra perspectiva, a toxicidade
do cobre como resultado do excesso na dieta geralmente ndo ¢ considerada um problema de
saude generalizado, provavelmente devido a eficiéncia dos mecanismos homeostaticos que
controlam a absor¢do e excregdo desse micronutriente®®.

3.4 CoBRE, OBESIDADE E INFLAMACAO

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido conduzidos na perspectiva de esclarecer as
desordens enddcrino-metabdlicas e nutricionais envolvidas na patogénese da obesidade. Nessa
perspectiva, 0s minerais tém sido estudados em razdo da sua importancia em diversos processos
metabdlicos, a exemplo da acdo da insulina, horménios tireoidianos e metabolismo energético.
Associado a isso, pesquisas tém evidenciado alteracdes na distribuicdo desses minerais em
individuos com obesidade*®->*.,
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Sobre o cobre, a literatura tem demonstrado que individuos com obesidade apresentam
concentragdes séricas elevadas desse micronutriente, como, por exemplo, os resultados da
metanalise realizada por Gu et al.'® que identificaram aumento das concentragdes séricas de
cobre associado a obesidade em criancas e adultos'> 132,

Azab et al >® evidenciaram que criancas obesas apresentam concentragdes séricas de cobre
elevadas quando comparadas as eutroficas. Ratificando esse resultado, Tinkov et al.!”, em um
estudo do tipo caso-controle, verificaram que as concentracdes séricas de cobre estavam
significativamente superiores em mulheres com obesidade quando comparadas a individuos
eutroficos.

Nesse cenario, tem sido apontado possiveis fatores que influenciam as concentracdes de
cobre em individuos com obesidade, a exemplo da inflamagdo cronica de baixo grau. Sobre
1sso, ressalta-se que o incremento na secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias pelo tecido adiposo
aumenta a expressdo de ceruloplasmina no figado, a qual, por sua vez, complexa-se ao cobre,
sendo estes, em seguida, secretados do hepatocito para a corrente sanguinea e,
consequentemente, aumentando as concentragdes do mineral no sangue'> %,

A pesquisa realizada por Jaksic et al.> revelou correlacio positiva entre o cobre plasmatico
e a proteina C-reativa em criangas com pré-obesidade e obesidade. De forma semelhante, Liang
et al.>® também verificaram relagdio positiva entre as concentragdes plasmaticas desse mineral
e a proteina C-reativa em crian¢as com indices elevados de adiposidade.

No estudo de Habib et al.’”, os autores encontraram concentracdes séricas de cobre, TNF-
a, IL-6 e leptina elevadas em individuos com obesidade quando comparados ao grupo controle.
Os resultados do estudo realizado por Jeong et al.’® também mostraram associagdo positiva
entre a concentragao capilar de cobre e razao neutréfilos-linfocitos, um marcador inflamatorio,
em individuos com sobrepeso e obesidade.

Destaca-se, também, que o aumento das concentracdes séricas de cobre em individuos com
obesidade parece ser decorrente da atividade da enzima Amina Oxidase Sensivel a
Semicarbazida (SSAO), a qual ¢ dependente desse mineral. Deve-se ressaltar que o tecido
adiposo ¢ o principal 6rgao secretor dessa enzima, o que consequentemente, ¢ responsavel por
suas concentragdes séricas elevadas, especialmente sob condi¢des de inflamacdo, comum em
individuos com obesidade'.

Outro fator contribuinte para aumentar as concentracdes plasmaticas de cobre é a
hipozincemia, comum na obesidade, pois em situacdes de deficiéncia em zinco ocorre aumento
na expressdo dos genes codificantes para citocinas pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a, 1L-6,
IL-8 e IL-1B, as quais induzem a expressao de cuproenzimas que elevam a secrecdo de cobre
de tecidos especificos de forma excessiva para o sangue3 5% 60,

Nesse sentido, no estudo de Torkanlou et al.%* foi encontrado concentragdes séricas
reduzidas de zinco e elevadas de cobre, além do aumento da razdo entre cobre e zinco em
individuos com obesidade. O estudo de Jeong et al.*® evidenciou maior proporgéo de cobre em
relacdo ao zinco no cabelo de individuos com excesso de peso, sendo estes parametros
associados positivamente com marcadores inflamatorios.

Além disso, tem-se verificado a participagdo do cobre na manifestacdo da inflamagdo de
forma indireta, por meio da sua agdo pré-oxidante. O aumento desse mineral na circulagao
sanguinea promove maior producdo de radicais livres, os quais ativam uma série de fatores de
transcri¢cdo, incluindo proteina ativadora-1, fator 1-alfa induzivel por hipdxia e fator nuclear
kappa-f, bem como citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas, que favorecem o quadro de
inflamag?o cronica de baixo grau na obesidade (Figura 3)"°.

Portanto, diante da presenga de desordens metabolicas importantes associadas a obesidade,
em particular a inflamagao crénica de baixo grau, alteracdo que parece exercer influéncia
relevante sobre a distribuicdo do cobre em organismos obesos, bem como a escassez de dados
acerca da situacdo desse mineral na obesidade, torna-se evidente a necessidade de
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esclarecimentos sobre o estado nutricional relativo ao cobre e a possivel participacdo da
inflamag¢ao na sua homeostase em individuos com obesidade.

Figura 3. Mecanismo envolvido na relacdo entre inflamagdo e excesso de cobre sérico na
obesidade.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Zn = zinco; Cu = cobre; IL = Interleucina; CP = Ceruloplasmina; SSAO = Amina Oxidase Sensivel a

Semicarbazida; TNF-a = Fator de Necrose Tumoral Alfa; IFR-y = Interferon Gama.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Estudo de natureza transversal, desenvolvido a partir de um projeto macro intitulado
“Impacto de Minerais em Distirbios Endocrino-Metabdlicos” envolvendo mulheres adultas. As
participantes do estudo foram distribuidas em dois grupos: grupo caso (mulheres com obesidade,
n = 80) e controle (mulheres eutrdficas, n = 122). A definicdo da amostra do estudo foi baseada
na amostragem por conveniéncia, sendo as participantes recrutadas da demanda espontanea de
ambulatorios clinicos de Teresina — PI.

As participantes foram recrutadas por meio de entrevista, selecionando-as conforme
critérios de inclusdo previamente estabelecidos: idade entre 20 ¢ 50 anos; indice de massa
corpdrea a partir de 30,0 kg/m? (grupo caso) e entre 18,5 e 24,9 kg/m? (grupo controle); auséncia
de diabetes, doenca renal cronica, doengas cardiovasculares, doencas hepaticas (exceto
esteatose hepatica), doencas inflamatorias intestinais, cancer ou infecg¢des recentes; gestagdo ou
lactacdo; ndo participacdo em outro estudo clinico; ndo fazer uso de suplemento vitaminico-
mineral e/ou medicamentos que possam interferir no metabolismo do cobre; nao fumantes; nao
ingerir alcool de forma cronica.

O projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Piaui, conforme prevé a Resolugao n°466/12 do Conselho Nacional
de Saude (CNS)®?, sob Certificado de Apresentagio para Apreciagio Etica (CAAE) n°
3.276.485 (ANEXO A)®. As participantes assinaram um termo de consentimento livre
esclarecido e descritivo do estudo (APENDICE B), elaborado de acordo com a Declaragio de
Helsinki 111, capitulo 50, paragrafos 50.20/27, que trata da prote¢ao dos participantes e orienta
procedimentos referentes as pesquisas que necessitam de experiéncias com humanos. As etapas
realizadas pelas participantes do estudo estdo descritas na figura 4.

Todas as mulheres que aceitaram participar da pesquisa receberam uma ficha de cadastro
(APENDICE A), apds terem conhecimento de informagdes detalhadas sobre o estudo, com
linguagem adequada, conforme estabelecido pela Resolucdo n° 466/12 do CNS®?. Em seguida,
foi entregue um formulério para o registro alimentar (APENDICE C), e explicado a forma de
preenchimento, bem como foram agendadas datas para afericdo das medidas antropométricas
(peso corporal, estatura, circunferéncia da cintura), coleta de sangue e devolucdo do registro
alimentar preenchido.
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Figura 4. Fluxograma das atividades realizadas durante o projeto.

( )

Entrevista e selecdo das mulheres com obesidade e eutréficas

Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Entrega do formulario para o registro alimentar e explicacao para o preenchimento

Coleta das amostras de sangue, aferi¢do e analise de medidas antropométricas,
recebimento do registro alimentar preenchido

Anélise do consumo alimentar, dos parametros bioquimicos de cobre e dos
marcadores da inflamacéao

- J

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
4.2 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Para avaliacdo antropométrica foram aferidos peso corporal, estatura e circunferéncia da
cintura das participantes do grupo caso e controle, conforme metodologia descrita pelo
Ministério da Saude®®. Os dados antropométricos foram anotados na ficha de cadastro das
participantes da pesquisa (APENDICE A).

4.2.1 Peso corporal (Kg) e estatura (cm)

O peso corporal foi aferido utilizando balanca digital, marca Plenna®, modelo SIM09190,
com capacidade méxima de 180 kg, graduada em 100 gramas, estando as participantes com
roupas leves®®. A estatura foi mensurada com estadidmetro, marca Seca®, graduado em
centimetros e com barra vertical fixa, para posicionamento sobre a cabeca, estando as
participantes descalgas, com os pés unidos, em posicao ereta, olhando para frente®. O peso e a
estatura goram medidos em triplicata para cada participante, sendo entdo obtida a média dessas
medidas®.

4.2.2 Indice de Massa Corporea (IMC)

O IMC foi calculado a partir do peso médio (Kg) da participante do estudo dividido por
sua estatura (m) elevada ao quadrado®.

IMC (kg/m?) = Peso atual (kg)
Estatura (m)?
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A classificacdo do estado nutricional a partir da distribui¢do do IMC foi realizada segundo
a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Salide®®, apresentada no quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo do estado nutricional, segundo o IMC, em adultos.

Classificagéo IMC (Kg/m?)
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 I > 40

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

A medida da circunferéncia da cintura foi aferida com as participantes em pé, utilizando
uma fita métrica ndo extensivel, circundando a linha natural da cintura, na regido mais estreita
entre o torax e o quadril. A classificacdo do risco cardiovascular a partir da circunferéncia da
cintura foi realizada segundo a recomendagio da Organizacdo Mundial da Sadde®, a qual
classifica como risco cardiovascular elevado circunferéncias maiores ou iguais a 80
centimetros, bem como classifica circunferéncias maiores ou iguais a 88 centimetros como
risco cardiovascular muito elevado.

4.3 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

A avaliacdo do consumo alimentar foi feita 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 formularios, 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 de consumo.

As quantidades de energia, macronutrientes e o teor de cobre na dieta foram calculadas
com auxilio do programa Nutwin, versdo 1.5, do Departamento de Informatica em Saude da
Universidade Federal de S&o Paulo®’. Os alimentos ndo encontrados no programa foram
incluidos com base nas informaces da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos®® e da
Tabela de Composicdo de Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica®.

Apo0s aplicagdo do registro alimentar de trés dias, os valores de ingestdo de cobre e de
macronutrientes foram ajustados pela variabilidade intrapessoal e interpessoal, corrigida por
técnicas de modelagem estatistica incorporadas na plataforma online Multiple Source Method
— MSM (versdo 1.0.1)% 7,

Os dados foram inseridos no programa para estimar o consumo habitual, por meio da
analise de regressao logistica, verificando a probabilidade de ingerir um alimento ou nutriente
em um dia aleatdrio, incluindo no modelo estatistico as covariaveis consideradas preditivas para
a ingestdo alimentar, como sexo e idade’*"2,

Para avaliar a quantidade habitual consumida de alimentos a partir do registro alimentar de
trés dias, foi feita regressdo linear simples. Em seguida, foi realizada a estimativa da ingestéo
diéria usual dos nutrientes para cada participante, a partir da multiplica¢éo entre a probabilidade
do consumo e a quantidade usual de ingestdo’™ 4,
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Os valores dietéticos de macronutrientes e cobre também foram ajustados em relacéo a
energia por meio do método residual, evitando distor¢des geradas por diferengcas no consumo
energético. Apos verificar a normalidade da distribuicdo dos dados, os valores de ingestdo
foram ajustados em relaco & energia pelo calculo do nutriente”"".

Inicialmente, foi feita andlise de regressdo linear simples, considerando-se o total de
energia ingerida como varidvel independente e o valor absoluto do nutriente como variavel
dependente. Utilizando-se a equacdo geral da regressdo linear, foi determinada a quantidade
estimada de nutriente (Ye) que o individuo deve consumir em conformidade a média individual
de consumo de energia.

[ Equacéo 1: Ye = o + p1x médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
o = intercepto da regressdo linear simples
B1 = tangente

O residuo da regressao (Yr) representa a diferenca entre a ingestéo atual observada (Yo) e
a ingestdo estimada para cada individuo.

[ Equacdo 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 € estatisticamente arbitraria. Willett
et al.”® propdem que a constante seja 0 consumo estimado do nutriente para a média do total de
energia consumida pela populacéo de estudo.

[ Equacédo 3: Yc = Bo + (B1x médiado 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 néo correlacionado com o total de energia consumida.

[ Equacdo 4: Ya=Yr+ Yc ]

A adequacgdo dos valores de ingestao 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 adequacdo da ingestdo alimentar de
cobre, foi utilizado como referéncia a EAR, contida nas DRI’s, sendo 700 pg/dia para mulheres
com idade a partir de 19 anos®’.

4.4 COLETA DO MATERIAL BI1oLOGICO

Amostras de sangue venoso foram coletadas no periodo da manha, entre 7 ¢ 9 horas,
estando as participantes em jejum minimo de 12 horas, sendo utilizadas seringas plasticas
descartdveis e agulhas de aco inoxidavel, estéreis e descartaveis. O sangue colhido foi
distribuido em tubos separados, sendo um com EDTA para determinag@o de cobre e outro com
ativador de codgulo para a analise de citocinas.
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4.5 DETERMINACAO DOS PARAMETROS BioQuimMicos Do COBRE

4.5.1 Controle da contaminacao e preparo dos reagentes

A fim de garantir o controle de contaminagao por minerais, toda a vidraria e material de
polipropileno utilizado para as analises foram desmineralizados antes do uso, por meio do
banho em solu¢cdo de 4acido nitrico a 10%, durante um periodo minimo de 24 horas.
Posteriormente, foram enxaguados em agua deionizada, no minimo 10 vezes, secos em estufa
e mantidos em depositos fechados, até o momento da utilizacio®'. Os reagentes foram
preparados e diluidos em agua livre de ions processada pelo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).

4.5.2 Separacdo dos componentes do sangue

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo (CIENTEC® 4K15, Sao Paulo,
Brasil) a 1831 x g durante 15 minutos a 4 °C e, em seguida, extraido com pipeta automatica e
acondicionado em microtubos de polipropileno, sendo posteriormente conservados a -20 °C
(para determinagao de cobre) e -80 °C (para a determinagado das citocinas). Para separagao dos
eritrocitos e subsequente determinagdo do cobre, foram utilizados os métodos propostos por
Whitehouse et al.®>. A massa eritrocitaria foi lavada com 10 mL de solugdo salina isotonica
(NaCl a 0,9%), sendo cuidadosamente homogeneizada por inversdo e, posteriormente,
centrifugada (SIGMA® 4K 15) a 2493 x g por 10 minutos.

Este procedimento foi repetido trés vezes para remover contaminantes dos eritrocitos
(plaquetas e leucocitos). Apds a ultima centrifugacdo, a solugao salina foi aspirada e descartada,
€ a massa eritrocitaria extraida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica, quando
foi transferida para tubos de polipropileno desmineralizados, mantidos a temperatura de —20°C
para posterior analise®?.

4.5.3 Determinacéo do cobre plasmatico e eritrocitario

As analises do cobre plasmatico e eritrocitario foram feitas no Laboratorio de
Espectrometria de Emissdo Atdmica — Embrapa (Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo). A analise desse mineral foi realizada em espectrometro de emissao Optica com plasma
acoplado indutivamente (720 ICP/OES, Varian Inc., Estados Unidos)**®%. O aparelho foi
configurado com as seguintes condigdes experimentais: Poténcia: 1,4 kW; Fluxo de plasma
(gés): 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 amostras de plasma foram diluidas em 1:20 (v/v) da seguinte forma: 3,0% (m/v) 1-
butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNO3. As amostras de
eritrocitos/papa de hemdcias foram diluidas em 1:60 (v/v) da seguinte forma: 3,0% (m/v) 1-
butanol, 0,2% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% (v/v) HNOs. Todos os padrdes
foram preparados da mesma forma que as amostras. As curvas de calibragdo foram preparadas
nas seguintes concentragoes: 1, 5, 10, 20, 50 e 100 pg/L em solugdes diluentes contendo 3,0%
(m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza) e 0,05% (v/v) HNOs.

A escolha das linhas espectrais de analise foi baseada tanto na sua sensibilidade quanto na
interferéncia espectral. A leitura para o cobre foi realizada no comprimento de onda de 324,760
nm. Os limites de deteccdo foram determinados a partir da equagdo: 3 x desvio padrdo de 10
medic¢oes do branco, dividido pela declividade da curva de calibracdo. Amostras de material de
referéncia certificado (Seronorm® OligoelementSerum, Noruega) foram determinadas para
validar as medi¢des analiticas em ICP-OES. Considerou-se como valores de referéncia o
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intervalo entre 80 e 155 pg/dL para o cobre plasmatico®® e 30,5-132,2 ug/dL para o cobre

eritrocitario®’.

4.6 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE ERITROCITARIA

A atividade da SOD eritrocitaria foi determinada pelo método in vitro, em um analisador
bioquimico (modelo Labmax 240, Lagoa Santa, Mg, Brasil), utilizando um kit disponivel
comercialmente (Kit Ransod; Randox Laboratories Ltd.), conforme metodologia recomendada
pelo fabricante. A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi determinada para expressar
a atividade enzimatica em unidades de enzima por grama de hemoglobina (U/g Hg). Foram
usados os valores de referéncia propostos pela Randox para atividade da superdxido dismutase
(1.102 a 1.601 U/gHg). A leitura das amostras foi realizada em absorbancia de 340 nm.

4.7 DETERMINACAO DE MARCADORES DA INFLAMACAO

A determinacdo da concentracdo plasmaética das citocinas IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, IL-1
beta e TNF-alfa foi realizada por meio do kit Cytometric Bead Array™ Human Inflammatory
Cytokines (BD Biosciences, United States), procedimento realizado em citdmetro de fluxo
FACS CANTO IlI® (Becton Dickinson). De acordo com as instrucdes do fabricante, as esferas
de captura foram adicionadas as amostras de soro e, apds 1,5 h de incubacdo no escuro, cada
amostra foi suspensa em 1 mL de tampdo de lavagem e centrifugada a 200 x g por 5 min para
0 posterior descarte dos sobrenadantes.

O Reagente de Deteccdo PE de Citocina Inflamatéria Humana foi adicionado a cada
amostra para ressuspender o pellet, sequido de 1,5 h de incubagdo no escuro. O tampao de
lavagem foi novamente adicionado as amostras e centrifugado a 200 x g por 5 min. Por fim, 0s
sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e o pellet foi ressuspenso em 300 pL de
tampdo de lavagem. A curva padrdo para todas as citocinas foi inicialmente preparada e as
amostras padrdo foram analisadas de forma semelhante as amostras de soro. As amostras e
curvas de calibragdo foram adquiridas utilizando o software FACSCanto™ Il (BD Biosciences,
United States). O software FCAP Array Infinite (Soft Flow®, Hungary) foi usado para
quantificar todas as citocinas nos padrbes e amostras.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilhas do Excel®, para realizacdo de analise descritiva
das varidveis observadas nos grupos estudados. Posteriormente, foram exportados para o
programa SPSS (for Windows® versdo 26.0) para analise estatistica dos resultados.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para verificar a normalidade dos dados. Em
seguida, para fins de comparacao entre os grupos estudados, o teste “t” de Student foi utilizado
para as varaveis com distribuicdo normal, e o teste de Mann-Whitney para aquelas com
distribui¢do ndo paramétrica.

Foi realizado teste para comparacdo das médias dos parametros cobre plasmatico e
eritrocitario e atividade da SOD eritrocitaria, entre os trés grupos distribuidos de acordo com o
IMC: grupo | (participantes com IMC entre 35 e 39,9 kg/m?2), grupo Il (participantes com IMC
> 40 kg/m?) e grupo controle (mulheres eutréficas com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?). Para tanto,
foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA), considerando a distribuicdo paramétrica dos
dados. Os testes post-hoc de Bonferroni e Tukey foram realizados.

Em relacao ao estudo de correlagdes, o coeficiente de correlagdo linear de Pearson foi
utilizado para os dados com distribuicdo normal, e o coeficiente de correlagdo de Spearman
para aqueles com distribui¢ao ndo paramétrica.
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Para estudo das associagdes, foram aplicados o teste Qui-quadrado de Independéncia e
Coeficiente Phi. Destaca-se que, em todas as analises, 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

Considerando a ocorréncia de algumas limitacdes durante a etapa de levantamento dos
resultados, destaca-se a impossibilidade da obtencdo de um mesmo tamanho amostral para
todas as variaveis investigadas. Assim, os dados apresentados nas tabelas possuem diferenca
no tamanho da amostra dos individuos participantes do estudo.

5.1 PARAMETROS ANTROPOMETRICOS DE AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios e desvios-padrGes da idade e dos
parametros antropométricos utilizados na avaliacdo do estado nutricional das participantes com
obesidade e grupo controle. Houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao peso,
estatura, IMC e circunferéncia da cintura (p<0,05).

Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrdes da idade, peso corporal, estatura e IMC do grupo controle e das
mulheres com obesidade. Teresina-PI, Brasil, 2022.

. Controle Obesas
Parametros p
(n=122) (n = 80)
Média + DP Média + DP

Idade (anos) 33,87 £ 9,00 33,26 + 8,32 0,722
Peso corporal (kg) 55,51 + 5,75 108,16 + 18,07 <0,001
Estatura (m) 1,58 + 0,06 1,60 + 0,06* 0,032
IMC (kg/m?) 22,07 + 1,69 41,96 + 6,30* <0,001
CC* (cm) 73,69 + 5,35 114,31 + 12,84* <0,001

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes com obesidade e grupo controle, teste t de Student
ou teste Mann-Whitney (p<0,05). IMC = indice de massa corpdrea; CC = circunferéncia da cintura. #*CC:
controle, n = 119; caso, n = 76.

5.2 CONSUMO ALIMENTAR

Os valores médios e desvios-padrdes de energia, macronutrientes e cobre das dietas
consumidas pelas mulheres com obesidade e grupo controle estdo descritos na Tabela 2.
Observou-se que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos em relacdo aos
macronutrientes e cobre (p < 0,05). A partir da apresentacdo dos dados na tabela, pode-se
verificar que houve reducdo expressiva no numero de participantes do estudo em funcédo da
falta de adesdo ao preenchimento do registro alimentar.
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Tabela 2- Valores médios e desvios-padroes da ingestao de energia, macronutrientes e cobre do grupo
controle e das mulheres com obesidade. Teresina-Pl, Brasil, 2022.

Controle Obesas
i . (n =97) (n =39)
Variaveis P
Média + DP Média + DP

Energia (Kcal) 1560,66 + 419,28 1702,23 + 459,06 0,085
Carboidrato (%) 50,50 + 7,10 56,83 + 7,39* <0,001
Proteina (%) 19,47 + 3,72 10,16 + 2,64* <0,001
Lipidio (%) 30,03 £ 5,69 33,01 £ 5,39* 0,006
Cobre dietético (mg/dia) 0,68 £ 0,25 0,92 £ 0,23* <0,001

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 (IOM, 2005)7%; EAR = 0,7 mg cobre/dia, faixa etaria > 19 anos (sexo feminino) (IOM, 2001)8°,

Na Figura 5 estd apresentada a distribui¢do percentual das participantes com obesidade e
do grupo controle segundo os valores de referéncia de ingestao dietética de cobre. Os resultados
mostram associacdo entre a presenca de obesidade e consumo de cobre em quantidades
superiores aos valores recomendados segundo a EAR.

Figura 5 - Distribuicao percentual das mulheres participantes dos grupos controle e obeso, segundo os
valores de referéncia de ingestao dietética de cobre. Teresina-Pl, Brasil, 2022.
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Controle © Obesas

Teste Qui-quadrado (p<0,001). Coeficiente Phi (49%).

5.3 PARAMETROS BloQuiMICOS DE AVALIACAO DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS E DO
COBRE

Na Tabela 3 encontram-se as concentracdes sericas de citocinas inflamatorias das
participantes com obesidade e do grupo controle. A partir da analise desses resultados,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa para as citocinas entre os grupos,
a excecdo da IL-6, que teve valores superiores para as mulheres com obesidade (p < 0,05) e da
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IL-8, que embora também possua atividade pré-inflamatéria, apresentou concentracdes
inferiores para esse grupo populacional (p < 0,05).

Tabela 3 - Concentracdes séricas das citocinas inflamatoérias do grupo controle e das mulheres com
obesidade. Teresina-PI, Brasil, 2022.

Controle Obesas
Parametros P
Mediana (Min - Max) Mediana (Min - Max)
IL-12 n =23 n=17b 1,01 (0,11 - 18,22) 1,12 (0,21 - 10,56) 0,934
TNF-q =342 n=22 5,24 (0,40 - 70,09) 4,02 (0,64 - 15,19) 0,082
IL-1Qn =28a;n =220 1,30 (0,05 - 35,41) 0,76 (0,17 - 4,72) 0,059
IL-6 " =50a; n=34b 4,72 (0,33 - 74,99) 9,68 (0,07 - 60,49)* 0,013
IL-1B " =392 n=27b 1,98 (0,02 - 12,60) 1,10 (0,09 - 8,62) 0,135
[L-8 N =50a; n=34b 26,56 (0,83 - 202,74) 16,28 (6,44 - 62,35)* 0,006

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes com obesidade e grupo controle, teste t de Student
ou teste Mann-Whitney (p<0,05). IL = Interleucina; TNF = Fator de Necrose Tumoral. a = controle; b =
mulheres com obesidade.

A Tabela 4 mostra os dados da analise de correlacdo entre as citocinas inflamatdrias.
Os resultados dessa analise revelaram correlacdo moderada significativa e positiva entre as
citocinas TNF-a e IL-1p e as concentragfes séricas de IL-10, bem como entre IL-1B e
concentragdes séricas de TNF-a e IL-8 no grupo das mulheres com obesidade. Associado a isso,
pode-se verificar que houve correlacdo moderada significativa e positiva entre IL-8 e
concentracOes séricas de IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-1pB; entre IL-1p e concentracBes séricas de
TNF-a e IL-6; entre IL-6 e TNF-a, bem como entre as concentra¢des séricas de IL-10 e 1L-12
no grupo controle.
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Tabela 4 - Andlise de correlacdo linear simples entre as concentracdes séricas de citocinas das mulheres com obesidade (preenchimento azul) e grupo controle
(preenchimento branco). Teresina-Pl, Brasil, 2022.

Citocinas IL-12 TNF-a IL-10 IL-6 IL-18 IL-8
r p r p r p R P r p r p

IL-12 - -
TNF-a 0,205 0,446

IL-10 0,516* 0,041 0,241 0,292

IL-6 0,343 0,109 0,533** 0,001 0,071 0,721 - -

IL-18 0,379 0,082 0,502* 0,011 0,234 0,261 0,413** 0,009

IL-8 0,497 0,016 0,352* 0,041 0,351 0,067 0,511* <0,001 0,377 0,018 - -

*Correlacdo de Spearman (p<0,05). IL = Interleucina; TNF = Fator de Necrose Tumoral.
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As médias das concentra¢fes plasmaticas e eritrocitarias de cobre, bem como a atividade
da SOD nos eritrécitos do grupo controle e das mulheres com obesidade estdo apresentados na
Tabela 5. Verificou-se que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos em relacéo
a esses parametros (p<0,05).

Tabela 5 - Valores médios e desvios-padrdes dos parametros bioquimicos do cobre do grupo controle e das
mulheres com obesidade. Teresina-Pl, Brasil, 2022.

Controle Obesas
Parametros (n =122) (n = 80) P
Média + DP Média + DP
Cu plasmatico (pg/dL) 94,20 + 4,46 113,65 + 5,44* <0,001
Cu eritrocitario” (pg/dL) 73,98 + 4,28 56,66 + 5,34* <0,001
SOD* (U/gHb) 2965,89 + 594,29 2372,70 £ 566,23* <0,001

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes com obesidade e grupo controle, teste t de Student
ou teste Mann-Whitney (p<0,05). Cu = cobre; SOD = superoxido dismutase. Valores de referéncia: Cobre
plasmatico = 80 a 155 pg/dL®; Cobre eritrocitario = 30,5-132,2ug/dL?. #Cu eritrocitario: controle, n = 97,
#SOD: controle, n = 75; caso, n = 51.

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores médios e desvios-padres das concentracdes
plasmaticas e eritrocitarias de cobre, bem como da atividade da SOD nos eritrdcitos, segundo
a classificacdo do IMC. Observou-se que houve diferenca estatistica entre os grupos controle e
mulheres com obesidade grau Il e 1l em relacdo aos parametros avaliados.

Tabela 6 - Valores médios e desvios-padroes dos parametros bioquimicos do cobre das participantes do
estudo segundo a classificacdo do IMC. Teresina-PI, Brasil, 2022.

Controle Obesidade Grau Il Obesidade Grau lll
Parametros (n =122) (n =39) (n = 41) P
Média + DP Média + DP Média + DP
Cu plasmatico
94,20 + 4,462 113,83 + 5,24 113,47 + 5,68 <0,001
(bg/dL)
Cu eritrocitario”
73,98 + 4,282 56,87 + 4,67° 56,46 + 5,95P <0,001
(bg/dL)
SOD# (U/gHb) 2965,89 + 594,292 2357,97 + 531,73 2392,11 + 621,04° <0,001

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). Cu = cobre; SOD =
superoxido dismutase. #*Cu eritrocitario: controle, n = 97, #SOD: controle, n = 75, Obesidade Grau Il, n = 29,
Obesidade Grau lll, n = 22,

5.4 CORRELACAO ENTRE CITOCINAS INFLAMATORIAS E PARAMETROS DE AVALIACAO DO
COBRE

As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados da andlise de correlagdo entre as citocinas
inflamatdrias e parametros de avaliacdo do cobre das mulheres com obesidade e grupo controle,
respectivamente. A andlise revelou correlagdo moderada negativa e significativa entre as
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concentragOes séricas de TNF-a e IL-10 e a atividade da SOD no eritrécito (p < 0,05) no grupo
com obesidade.

Tabela 7 - Analise de correlacao linear simples entre as citocinas inflamatoérias e os parametros de avaliagdo
do cobre nas mulheres com obesidade. Teresina-PI, Brasil, 2022.

Parametros Cu Dietético Cu Plasmatico Cu eritrocitario SODe
n=9 n=17 n=17 n=38
IL-12 r=-0,126 r=0,090 r =-0,039 r=0,120
p =0,748 p=0,732 p = 0,881 p=0,776
n=14 n=22 n=22 n=12
TNF-a r=0,246 r=-0,74 r =0,402 r = -0,647*
=0,397 p = 0,744 =0,063 p = 0,009
=14 n=22 =22 n=12
IL-10 r =-0,044 r=20,157 r =-0,049 r =-0,598*
p = 0,881 p = 0,485 =0,828 p = 0,040
=19 n=34 =34 n=20
IL-6 r=-0,018 r=0,078 r=0,171 r=0,051
p = 0,942 p = 0,659 =0,335 p=0,830
=15 n=27 =27 n=17
IL-18 r=-0,182 r=20,247 r=-0,284 r=20,179
p =0,516 p=0,214 =0,677 p = 0,492
n=19 n=34 n=34 n=20
IL-8 r=-0,258 r=0,310 r=-0,140 r=-0,23
p = 0,287 p = 0,074 p = 0,429 p = 0,925

*Correlacao de Spearman (p<0,05). Cu = Cobre; IL = Interleucina; TNF = Fator de Necrose Tumoral; SODe =

Superoxido dismutase eritrocitaria.

Tabela 8 - Analise de correlacao linear simples entre as citocinas inflamatorias e os pardmetros de avaliacdo
do cobre nas mulheres do grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2022.

Parametros Cu Dietético Cu Plasmatico Cu eritrocitario SODe
n=16 n=23 n=9 n=4
IL-12 r =-0,007 r=-0,032 r=-0,377 r =0,400
p =0,978 p = 0,886 p=0,318 p = 0,600
n =24 n=34 n=18 n=12
TNF-a r=-0,284 r=-0,043 r=0,330 r=-0,343
p=0,179 p = 0,809 p=0,182 p =0,275
n=20 =28 n=11 n=5
IL-10 r=-0,015 r=0,322 r = 0,446 r=0,300
p = 0,951 p = 0,094 p=0,169 p = 0,624
n=237 n=>50 =25 n=13
IL-6 r=-0,232 r=-0,010 r=0,071 r=0,259
p=0,168 p = 0,947 p=0,735 p = 0,394
n=27 =39 =17 n=6
IL-18 r=-0,337 r=0,110 r=-0,284 r=0,257
p = 0,086 p = 0,505 p=0,268 p=0,623
n=237 n =50 n=25 n=13
IL-8 r=-0,267 r=0,255 r =0,064 r=0,451
p=0,111 p = 0,074 p=0,762 p=0,122

*Correlacao de Spearman (p<0,05). Cu = Cobre; IL = Interleucina; TNF = Fator de Necrose Tumoral; SODe =

Superoéxido dismutase eritrocitaria.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi estimado o consumo alimentar de energia, macronutrientes e cobre em
mulheres com obesidade e mulheres eutrdficas, bem como foi investigada a existéncia de uma
possivel relacdo entre parametros da inflamacdo cronica de baixo grau e as concentragdes
séricas de cobre.

A determinagdo das citocinas inflamatorias revelou diferenca estatistica significativa para
as concentragdes séricas de IL-6 entre os grupos, sendo verificado valores superiores nas
mulheres com obesidade que participaram deste estudo. Tal resultado parece refletir a influéncia
da disfun¢ao do tecido adiposo sobre a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, caracteristica
da obesidade, sendo concordante com os achados de Dorneles er al.%®, Todendi et al.® e
Nikseresht™.

As concentracdes elevadas de IL-6 evidenciadas nas mulheres com obesidade podem ser
decorrentes da disfungdo do tecido adiposo, a qual induz a diferenciacao de adipocitos e a
ativacao de macrofagos ativados nesse tecido. Nesse sentido, alguns estudos ja demonstraram
que tanto a producdo excessiva de adipocitos quanto a ativacdo dessas células do sistema
imunitario desencadeiam sinais metabdlicos que potencializam a inflamagao cronica de baixo
grau®’- %2,

Por outro lado, este estudo identificou concentracdes séricas de IL-8 inferiores nas
mulheres com obesidade avaliadas quando comparadas ao grupo controle. Sobre tal resultado,
destaca-se a sua diferenga dos dados constantes na literatura, que revelam concentragdes
superiores dessa citocina em individuos com obesidade quando comparados a eutréficos® %
%5, Alguns fatores podem contribuir para fundamentar esse dado, a exemplo da qualidade das
dietas consumidas por essas mulheres, em particular com relacgdo ao tipo de lipidio e carboidrato,
bem como do nivel de atividade fisica, pois esses sdo fatores importantes no controle da sintese
da IL-8, o que, consequentemente, beneficia a resposta inflamatoria.

Em relacdo aos parametros de avaliacao do cobre, o estudo identificou elevado teor desse
micronutriente nas dietas consumidas pelas mulheres com obesidade, bem como foi verificada
associacdo significativa entre a presenca de obesidade e a ingestdo dietética desse mineral em
quantidades superiores as recomendagdes, semelhantes aqueles encontrados nos estudos de Di
Toro et al.’®, Phelan, Abrams e Wing®’ e Tan e Soma Roy*. Na opinifio desses pesquisadores,
a populagdo com obesidade possui hébito de consumir alimentos fontes de cobre como, por
exemplo, tubérculos, paes e massas, fontes alimentares desse mineral, que pode justificar esses
resultados”® %°.

Sobre as concentrac¢des de cobre no plasma, pode-se observar que as participantes de ambos
os grupos apresentaram valores dentro da faixa de normalidade, no entanto, essas estavam
significativamente superiores nas mulheres com obesidade. Esses dados estdo de acordo com
aqueles encontrados nos estudos de Yang et al.'® e Tinkov et al.'’. Um fator que pode explicar
a concentragao de cobre elevada nesse componente sanguineo ¢ a existéncia de um antagonismo
mutuo desse elemento com o zinco'%,

Nesse sentido, destaca-se a existéncia de alteracdes na homeostase do zinco na obesidade,
pois ocorre absor¢ao elevada desse mineral pelos adipocitos, o que contribui para a sua menor
concentragdo no plasma, proporcionando condi¢des favoraveis para o aumento das
concentracdes séricas de cobre!! 192,

Outro aspecto que pode explicar as concentragdes de cobre elevadas no plasma nas
mulheres com obesidade diz respeito ao aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias,
pois estas induzem a expressdo de ceruloplasmina hepatica e SSAO no tecido adiposo, bem
como o incremento da secrecdo dessas cuproenzimas na corrente sanguinea!> % 103104,

No entanto, a analise de correlagdo ndo identificou resultado significativo entre as citocinas
inflamatérias avaliadas e as concentragdes de cobre no plasma. Esse achado pode,
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provavelmente, ser atribuido ao fato de nao ter sido determinado concentrag¢des plasmaticas de
ceruloplasmina, o que limita a avaliagdo dos efeitos diretos da inflamacao cronica de baixo grau
nas concentragdes séricas de cobre em participantes com obesidade. Por outro lado, no estudo
de Jaksic et al.> foi observada correlagdio positiva entre cobre plasmatico e proteina C-reativa
em criangas com excesso de peso.

A analise de cobre nos eritrocitos das participantes com obesidade demonstrou valores
reduzidos com diferenga estatistica significativa quando comparados ao grupo controle, embora
dentro do padrio de normalidade. De forma semelhante, Brito et al.'% também observaram
concentragdes eritrocitarias reduzidas desse mineral em mulheres com obesidade. Em
contrapartida, alguns estudos t€ém encontrado dados diferentes sobre a analise de cobre nos
eritrocitos, como aqueles das pesquisas realizadas por Lima et al.!% e Jardim-Botelho et al. '%7,
que nao evidenciaram diferenca nas concentragdes eritrocitarias do mineral entre individuos
com e sem obesidade.

Sobre a atividade da SOD nos eritrocitos, outro pardmetro de avaliagdo do estado
nutricional relativo ao cobre, esta estava inferior nas mulheres com obesidade. Tal resultado
corrobora os dados de Amirkhizi et al.'® e Ozata et al.'”, que observaram atividade da SOD
inferior nos eritrécitos de individuos com sobrepeso e obesidade. Esse resultado pode contribuir
para explicar as concentracdes reduzidas de cobre nos eritrocitos, uma vez que
aproximadamente 60% do contetido de cobre presente nessas células estdo ligadas a essa
enzima. Nesse sentido, destaca-se que a presenga de espécies reativas de oxigénio e citocinas
pro-inflamatorias, caracteristicas da disfungdo do tecido adiposo, constituem fatores
contribuintes para a reducdo da atividade da enzima SOD nos eritrécitos®” 1% 111,

A analise de correlagdo entre as citocinas inflamatorias e a atividade da SOD nos eritrocitos
revelou resultado negativo significativo entre as concentracdes de TNF-a e a atividade dessa
enzima nas mulheres com obesidade, sugerindo a influéncia dessa citocina no sistema de defesa
antioxidante, na regulagdo da resposta inflamatéria, bem como na homeostase do cobre. Em
consonancia com este resultado, Chen et al.''? também observaram correlagio negativa entre
marcadores da inflamagdo e a atividade da SOD nos eritrécitos em individuos adultos com
sindrome metabolica.

Nessa abordagem, destaca-se que o TNF-a potencializa a ativagdo de enzimas geradoras
de espécies reativas de oxigénio, a exemplo da lipoxigenase, NADPH oxidase, mieloperoxidase
e xantina oxidase, resultando na producdo expressiva de espécies reativas de oxigénio, o que
inicialmente estimula a sintese da SOD, mas, posteriormente, quando mantida sob a forma
cronica contribui para a redugio da atividade dessa enzima nos eritrocitos>’ 113 114,

Os resultados da andlise de correlacdo também demonstraram correlacdo negativa
significativa entre a citocina IL-10 e a atividade da SOD nos eritrocitos em mulheres com
obesidade. A sintese de IL-10 ocorre em resposta ao aumento da producgédo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF- o, no entanto, a provavel influéncia dessas citocinas sobre a
reducdo da atividade da SOD nos eritrécitos em individuos com obesidade ainda néo tem sido
esclarecida® 1%°,

Destaca-se que dados deste estudo parecem sugerir a existéncia de um possivel efeito
imunomodulador nas mulheres com obesidade avaliadas, pois o resultado da analise de
correlagéo entre as citocinas IL-1B e TNF-a e a I1L-10 foi positivo, o qual sugere que essas
citocinas pro-inflamatorias estimulam a sintese de 1L-10% 115,

Neste estudo também foi conduzida analise de variancia para obter melhor esclarecimento
sobre o comportamento metabolico do cobre de acordo com o grau de adiposidade e verificou-
se que mulheres com obesidade grau II e III apresentaram concentragdes de cobre superiores
no plasma e inferiores nos eritrocitos quando comparadas ao grupo controle. Além disso, as
mulheres com obesidade grau II e III tinham atividade enzimatica da SOD inferior nos
eritrocitos.
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E oportuno mencionar alguns aspectos que podem ter impossibilitado a realizacdo de uma
discussao mais robusta dos resultados, a exemplo falta da analise da ceruloplasmina, proteina
de fase aguda com capacidade de modulagdo de vias inflamatdrias. Além disso, o tamanho
amostral e a inclusdo de apenas mulheres no grupo experimental também foram fatores
limitantes para o avanco da discussdo desses resultados. Ainda, o fato de o levantamento da
ingestdo alimentar ter sido conduzido por meio da obtencao de varidveis autorrelatadas pode
ter favorecido a subestima¢do do consumo alimentar, em particular nas mulheres com
obesidade!'®. Entretanto, apesar das limitagdes, este é um dos poucos estudos que investigou a
relacdo entre marcadores da inflamagdo cronica de baixo grau e pardmetros de avaliacdo do
cobre em individuos com obesidade.

Portanto, considerando a complexidade dos mecanismos envolvidos na génese da
inflamacdo cronica de baixo grau, a atuagdo relevante de citocinas inflamatérias no
desenvolvimento de comorbidades, bem como a provavel influéncia de tais citocinas na
homeostase do cobre em individuos com obesidade, torna-se evidente a importancia da
realizacdo de pesquisas sobre o tema para melhor fundamentar a relagdo fisiopatoldgica entre
essas variaveis.
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7 CONCLUSAO

As participantes com obesidade deste estudo apresentaram ingestdo de carboidratos,
proteinas e lipidios dentro da faixa de recomendagdo, porém, consumiam dieta com alto
teor de cobre;

As mulheres com obesidade avaliadas apresentaram concentragdes séricas de IL-6 elevadas
quando comparadas ao grupo controle, sugerindo a presenca de inflamacdo cronica de
baixo grau;

O estudo evidencia que as mulheres com obesidade apresentaram alteracdes no estado
nutricional relativo ao cobre, caracterizadas por concentragdes elevadas no plasma e
reduzidas nos eritrocitos quando comparadas as eutroficas. No entanto, ambos 0s grupos
possuiram valores desses parametros de acordo com o padrdo de normalidade;

As concentragdes de TNF-a e IL-10 apresentaram associagdo negativa com a atividade da
SOD ceritrocitaria, biomarcador do estado nutricional relativo ao cobre, nas mulheres com
obesidade do estudo. Tal dado sugere a possivel influéncia da inflamag¢ao cronica na
distribuicao do cobre em individuos com obesidade.
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APENDICE A - FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

MINISTERIO DA EDUCA(;AO E CULTURA - MEC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUACAO
Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bloco 06 — Bairro Ininga

Cep: 64049-550 — Teresina-PI — Brasil — Fone (86) 3215-5863 — Fone/Fax (86)3215-5560

IDENTIFICACAO
N° Formulario:

Nome:

Data: / / DN: / / Idade: anos
Endereco:

Bairro: Cidade:

Telefone: Celular 1: Celular 2:

Ocupacéo: NUmero de pessoas em casa:

HISTORIA CLINICA
a) Tempo de obesidade:
b) Fumante?
c) Gravida ou Amamentando?
d) Menopausa: Sim ( ) Nao ( ) Se sim, hd& ___ anos.
e) Uso de medicamentos: Sim () N&o ( ) Quais?
f) Consumo de Bebidas alcoodlicas: Sim () Né&o ( )
Tipo: Frequéncia?
g) Uso de Suplementos: Sim () Ndo ( ) Quais?
h) Presenca de doencas: Sim ( ) Nao ( ) Qual?
( ) Diabetes ( ) DRC ( ) Doenca Hepatica ( ) DCV () Cancer ( ) Disf. Tireoide
f) Pratica exercicio fisico? Sim ( ) N&o ( ) Tipo de exercicio fisico:

PARAMETROS ANTROPOMETRICOS
Peso (kg)

Estatura (m)

IMC (kg/m?)

Circunferéncia da Cintura (cm)
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Campus Universitario Ministro Petrnio Portella - Bairro Ininga — Teresina/Pl
CEP: 64049-550 - Fone (86) 3215 5437.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Impacto de minerais em 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,
Larissa Cristina Fontenelle, Loanne Rocha dos Santos, Mickael de Paiva Sousa, Stéfany
Rodrigues de Sousa Melo, Thayanne Gabryelle Visgueira de Sousa.

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99473-6724 (claro)/ (86) 99434-8898

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma pesquisa. VVocé
precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia
cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo sobre qualquer davida
que tiver. Este estudo sera conduzido pelas Doutorandas Jennifer Beatriz Silva Morais, Larissa
Cristina Fontenelle, Loanne Rocha dos Santos e Stéfany Rodrigues de Sousa Melo; e pelos
Mestrandos Mickael de Paiva Sousa e Thayanne Gabryelle Visgueira de Sousa, sob orientacéo
da Profa. Dra. Dilina do Nascimento Marreiro. Apos ser esclarecida sobre as informacdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que esta em duas vias.
Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, VOCé ndo sera
penalizada. Em caso de ddvida, 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 magnésio, selénio,
zinco e cobre e sua relacdo com distarbios enddcrino-metabolicos em mulheres obesas
morbidas. Para tanto, a participante serd submetida a coleta de sangue venoso para analise do
zinco, magnesio, selénio, cobre, colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos, TSH, T3 e T4
livres, T3 e T4 totais, anticorpos tireoideanos antitireoperoxidase e antitireoglobulina, zinco-
a2-glicoproteina, leptina, glicose, insulina, cortisol, cortisona, selenoproteina P, adiponectina,
proteina C reativa, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, IL-1B ¢ TNF-0, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, isoprostanos, creatinina sérica, malondialdeido, bem como a coleta de urina para
determinacéo de zinco, magnésio e selénio urindrio, cortisol urinario e creatininuria de 24h e,
além disso, sera determinado o consumo alimentar por meio de registros alimentares. Nao sera
realizada entrevista gravada ou filmada.

Sera também quantificado a expressdo dos genes codificantes para: Akt, IRS, GLUT4,
PI3K, AMPK, leptina, receptor de leptina, adiponectina, zinco-a2-glicoproteina, selenoproteina
P, selenoproteina S, SELENBP1, TRPM7, ATGL, LHS, CD36, FAS, UCP, PPAR-y, CEBPq,
SREBP-1c, receptores B3-adrenérgicos, NF-kB, MAPKS, metalotioneina, Zip 14, deiodinases,
receptores de hormonios tireoidianos e de glicorticoides, 113-HSD1, 11B3-HSD2, NADPH
oxidase, Nrf2, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase; quantificar a
concentracdo de zinco, magnésio e selénio no tecido adiposo, bem como quantificar a expressao
de microRNAs envolvidos nos disturbios metabolicos na obesidade.

Ao participar da pesquisa, a participante ndo sofrerd nenhum prejuizo, no entanto, as
perguntas presentes na ficha de cadastro e no registro alimentar, podera trazer possivel
constrangimento da participante. Além disso, em vista da coleta do material biol6gico requerido
para realizacdo desta pesquisa, a participante podera sentir leve desconforto, ocorréncia de
eventuais hematomas, dor e sangramento e, em casos mais raros, infecgdo. 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 realizacdo dos
mesmos, e orientacdo nutricional. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Piaui (Campus Universitario Ministro
Petronio Portela, Bairro Ininga, Pro 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 duracdo de quatro anos, com término previsto para o ano de 2024.

Nomes e assinaturas dos pesquisadores

Jennifer Beatriz Silva Morais

Larissa Cristina Fontenelle




Loanne Rocha dos Santos

Mickael de Paiva Sousa

Stéfany Rodrigues de Sousa Melo

Thayanne Gabryelle Visgueira de Sousa

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 “Impacto de minerais em distarbios endocrino-metab6licos”, como sujeito. Tive pleno
conhecimento das informagOes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo.
Discuti com as Doutorandas Jennifer Beatriz Silva Morais, Larissa Cristina Fontenelle, Loanne
Rocha dos Santos e Stéfany Rodrigues de Sousa Melo, e com os Mestrandos Mickael de Paiva
Sousa e Thayanne Gabryelle Visgueira de Sousa, sobre a minha decisdo em participar desse
estudo. Ficaram claros para mim quais serdo 0s propo6sitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € 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
1

Assinatura da participante

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

Nome:

Assinatura;

Nome:

Assinatura:

Observagdes complementares
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR
Registro diario de sua alimentagao

NUmero do Formulario:

%+ No6s vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro alimentar tudo
que vocé comer e beber durante todo o dia e a noite. VVocé devera 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 sdo importantes:

1. Preencher logo apds o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

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

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

1. Colher — de chg, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2. Xicara—de cha ou de café
3. Copo — grande ou de requeijdo (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
nivelada; I: Xicara média

S

Copo americano
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°
1°DIA
NUMERO DO FORMULARIO: Data__ / |/
Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES
ALIMENTOS QUANTIDADES
(Hora) _ _ MARCA
(Medidas caseiras)
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°
2°DIA
NUMERO DO FORMULARIO: Data__ / |/
Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES
ALIMENTOS QUANTIDADES
(Hora) _ ] MARCA
(Medidas caseiras)
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°
3°DIA
NUMERO DO FORMULARIO: Data__ / |/
Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES
ALIMENTOS QUANTIDADES
(Hora) _ ] MARCA
(Medidas caseiras)
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS Wm
MINISTRO PETRONIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Impacto de minerais em distlrbios enddcrino-metabdlicos
Pesquisador: Dilina do Mascimento Marreiro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 66921117.7.0000.5214

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3_276.485

Apresentacdo do Projeto:
Extraido das Informagtes Basicas:

Segundo os autores, atualmente, os minerais tém sido alvo de pesquisas com intuito de esclarecer a
influéncia destes nos distirbics enddcrino-metabdlicos presentes em

obesos. O zinco & importante por sua atuagsao como nutriente antioxidante, anti-inflamatdrio, indutor da
secregdo de insulina e sensibilizador da agdo desse hormdnio. O magnésio destaca-se por sua agdo no
metabolismo de dcidos nucleicos, manutencio da membrana plasmética, metabolismo energético e controle
da inflamacao cronica, estresse oxidativo e resisténcia & insulina. Outro elemento com agdo importante € o
selénio por possuir fungbes fisioldgicas relevantes, com atividade antioxidante e anti-inflamatdria, sendo
essencial para sintese e fungio de selenoproteinas. Portanto, esse estudo objetiva avaliar o impacto de
minerais em distirbios enddcrino-metabdlicos em mulheres obesas. Estudo de natureza transversal,
analitico, com caso e controle, envolvendo 400 mulheres, na faixa etdna entre 20 e 50 anos de idade. Serdo
realizadas avaliacio anfropométrica,

coleta de material biolégico e registro alimentar. A avaliacdo antropométrica sera realizada por meio do
indice de massa corpdrea, da circunferéncia da cintura e do pescogo, € da relacdo cintura-guadril e da
impedancia bioelétrica. A andlise da ingestio de macronutrientes, Zinco, magnésio e selénio serd realizada
por meio do registro alimentar de rés dias, utilizando o programa Mutwin. A

Enderaga: Campus Universitino Ministro Petrinio Portella.

Bairro: Ininga CEP: £4.048-550
UF: PI Municipio: TERESIMA
Telefone: (BE)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufplufpledu.br
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Conlinuagho do Panscer: 3276 485

analise dos minerais no plasma, eritrdcito, urina e tecido sera realizada por espectrémetria de emisséo
dptica com plasma acoplado indutivamente. A determinacio da ferritina sérica serd realizada segundo o
método de quimicluminescéncia. A determinagdo do Ferro sérico serd conduzida segundo o método
colorimétrico. A determinago da ferritina sérica sera realizada segundo o método de quimioluminescéncia.
A determinagdo do Ferro sérico sera conduzida segundo o método

colorimétrico. A capacidade de ligagdo ao ferro serd determinada no soro pelo o método Goodwin
modificado capacidade de ligagdo ao ferro serd determinada no soro pelo o métedo Goodwin modificado. As
concentragbes seéricas de glicose e insulina serdo determinadas por meio do método enzimatico
colorimétrico e quimicluminescéncia, respectivamente. A resisténcia 4 insulina serd avaliada por meio do
calculo do indice HOMA-IR. A

determinacio da concentracio sérica da proteina BMP-8 e de selenoproteina P serd realizada de acordo
com o método ELISA. A avaliagio das concentragbes de cortisol sérico & urinario serd realizada segundo o
método de gquimioluminescéncia. As concentragdes séricas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol & triglicérides serfo determinadas segundo método enzimatico colorimétrico, por analisador
bioguimico automatico. A

determinagio da concentragdo sérica de zinco-2-glicoproteina sera realizada de acordo com o método
ELISA do tipo sanduiche. Serfo analisados os hormoénios TSH, T3 e T4 livres, & T3 e T4 totais pelo método
de imuncensaio por quimicluminescéncia. Os anticorpos tirecideanos

antitireoperoxidase (TPOAb) e antitireoglobulina {TgAb) serdo determinados pelo método de
quimicluminescéncia. As concentragbes plasmaticas do malondialdeido serdo determinadas pela produgao
das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). A atividade da enzima superdxido dismutase
eritrocitdria e glutationa peroxidase eritrocitéria ser@o determinadas nos eritrdcitos pele método in vitro e da
oxidagio da glutationa

reduzida por um hidroperdxido, respectivamente. A determinacio da atividade da enzima catalase serd
realizada conforme metodologia descrita por Takahara et al. A analise de isoprostanos urindrios sera
determinada por ELISA. A determinacdio da concentragéio plasmatica de TMF-, IL-6, IL-1, IL-1Ra, IL-18, IL-
10, TGF-, adiponectina & leptina sera realizada de acordo com o método Luminex xMAP. A concentragdo
sérica da proteina C reativa

gerd realizada por imunoturbidimetria. & creatinina sérica e a creatininidria de 24h =erio determinadas pelo
método Lustosa-Basques. Serdo coletadas amostras de tecido adiposo visceral e subcutdneo das pacientes
obesas durante o intraoperatdrio de cirurgia bariatrica e do grupo controle durante o intraoperatdrio de
cirurgia para hérnia abdominal e colecistectomia para

Enderega: Campus Universitdno Ministro Petrénie Portella

Balrra: Ininga CEP: B4.040-550
UF: PI Municipio: TERESINA
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investigar o padrao de expressdo dos marcadores Akt, IRS,

GLUT4, PI3K, AMPK, leptina, receptor de leptina, adiponectina, zinco-2-glicoproteina, selenoproteina P,
selenoproteina S, SELENBP1, TRPM7, ATGL, LHS, CD36, FAS, UCP, PPAR-, CEBP, SREBP-1c,
receptores B3-adrenérgicos, NF-kB, MAPKS8, metalotioneina, Zip 14, TNF-, IL-6, IL-1, IL-1Ra, IL-18, IL-10,
TGF-, deiodinases, receptores de hormdnios tireoidianos e de glicorticoides, 11-HSD1, 11-HSD2, NADPH
oxidase, Nrf2, superdéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, e microRNAs envolvidos em

Continuagho do Pamecer: 3.276.485

distarbios metabdlicos na obesidade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o impacto de minerais em distirbios enddécrino-metabdlicos em mulheres obesas.

Objetivo Secundario:

+ Determinar as concentragdes de zinco, magnésio e selénio plasmatico, eritrocitario e urinario;* Estimar o
consumo alimentar de energia, macro e micronutrientes e sua adequacado na dieta;» Quantificar a
concentracdo de zinco, magnésio e selénio no tecido adiposo;* Determinar as concentragdes de cortisol,
cortisona, ACTH, zinco-2-glicoproteina, selenoproteina P, adiponectina, leptina, proteina C reativa,
hormdnios e anticorpos tireoidianos, TNF-, IL-6, IL-1, IL-1Ra, IL-18, IL-10 e TGF-, substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e isoprostanos;+ Avaliar o perfil lipidico, o controle glicémico,

a resisténcia a insulina e a fungao renal;» Determinar a atividade da enzima superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase;+ Quantificar a expressao de genes codificantes para Akt, IRS, GLUT4,
PI3K. AMPK, leptina, receptor de leptina, adiponectina, zinco-2-glicoproteina, selenoproteina P,
selenoproteina S, SELENBP1, TRPM7, ATGL, LHS, CD36, FAS, UCP, PPAR-, CEBP, SREBP-1c,
receptores B3-adrenérgicos, NF-kB, MAPKS8, metalotioneina, Zip 14, TNF-, IL-6, IL-1, IL-1Ra, IL-18, IL-10,
TGF-, deiodinases, receptores de hormdnios tireoidianos e de glicorticoides, 11-HSD1, 11-HSD2, NADPH
oxidase, Nrf2, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase;» Quantificar a expressao de
microRNAs envolvidos nos distirbios metabdlicos na obesidade.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Extraido do TCLE atualizado.

Ao participar da pesquisa, a participante ndo sofrera nenhum prejuizo, no entanto, as perguntas presentes
na ficha de cadastro e no registro alimentar, podera trazer possivel constrangimento da participante. Além
disso, em vista da coleta do material biolégico requerido para realizagao desta

Enderego: Campus Universitano Ministro Petrénio Portella.

Bairro: Ininga CEP: 54.049-550
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Pagnalice 05



61

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS W"‘“
MINISTRO PETRONIO

Continuazho do Parecer: 3276 485

pesquisa, a participante podera sentir leve desconforto, ocorréncia de eventuais hematomas, dor e
sangramento &, em casos mais raros, infecgdo. 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.

Az participantes do estudo terfo como beneficios os resultados dos exames biocguimicos das amostras de
sangue & de urina, que serdo fornecidos apds a realizagio dos mesmos, e orientagio nutricional.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesguisa:
Pesquisa relevante para a ciéncia da nufricio.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Todos os termos de apresentacio obrigatoria foram anexados.

Recomendagbes:
Litilizar uma linguagem menos técnica na elaboragio do TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Conclusao:

“A emenda frata da adigio de algumas analises no material bioldgico coletado das participantes, incluindo
marcadores de expresséo génica, na perspectiva de estudar vias de sinalizagio envolvidas nos distirbios
enddcrinometabdlicos associados & obesidade. Além disso, aumentou-se o ndmero amostral do estudo,
bem como foi prolongado o cronograma de execugio do projeto”. Diante do exposto, sendo os aspectos
mencionados possiveis de serem solicitados em uma EMENDA ao projeto, somos de PARECER
FAVORAVEL & continuidade deste projeto.

Solicita-se que seja enviado ao CEF/UFFIFCMPP o relatdrio parcial e o relatdno final desta pesguisa. Os
modelos encontram-se disponiveis no site: hitp2Yufpi_bricep

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_132897| 08/04/2019 Aceito
do Projeto 4 _E1.pdf 17:06:08

Enderago: Campus Unkersitdno Ministro Petrinie Portalla.
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TCLE / Termos de | tclenovo.pdf 08/04/2019 | Dilina do Nascimento| Aceito
Assentimento / 17:05:44  |Marmeiro
Justificativa de
LAusEncia
Outros Emenda_projeto. pdf 08/04/2019 | Dilina do Mascimento| Aceito
1:51:15 | Mamreiro
Folha de Rosto folhaderosto_pdf 05/04/2019 | Dilina do Nascimento| Aceito
11:57:33 |Mameiro
Cutros cartadeencaminhamento.pdf 10/04/2017 [ Dilina do Mascimento| Aceito
16:24:27 |Marreiro
Outros curriculo_pdf 10/04/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
16:21:58 |Marreiro
Declaragio de declaracaodospesquisadores . pdf 10/04/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
Pesquisadores 15:59:50 |Mameira
TCLE / Termos de | TCLEmorbidas_ pdf 10/04/2017 [ Dilina do Mascimento| Aceito
Aszentimento / 155718 |Mameiro
Justificativa de
Auséncia _
TCLE / Termos de | TCLE. pdf 10/04/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
Aszentimento / 15:57:03 |Marmeiro
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| projetocomitedeetica.docx 21103/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
Brochura 14:52:18  |Marreiro
Investigador _
Orzamento ORCAMENTO.docx 21/03/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
14:50:30 |Marreiro
Cutros Urina.docx 21/03/2017 | Dilina do Nascimento| Aceito
14:48:58 |Marreiro
Outros Registroalimentar. docx 21/03/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
14:47:58 |Marmreiro
Cutros Fichadecadastro docx 21/03/2017 | Dilina do Nascimento| Aceito
14:45:56 |Mameiro
Outros termodeconfidencialidade. jpeg 21/03/2017 | Dilina do Mascimento| Aceito
14:43:38  |Marmreiro
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Continuagdo do Parecer: 3.276.485

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

TERESINA, 22 de Abril de 2019

Assinado por:

Maria do Socorro Ferreira dos Santos
(Coordenador(a))
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