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RESUMO

BEZERRA, D. L. C. Hipomagnesemia e sua Relacdo com Marcadores do
Estresse Oxidativo em Mulheres com Céancer de Mama. 2017. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Alimentos e Nutricdo, Universidade
Federal do Piaui, Teresina-PlI.

INTRODUCAO: Estudos tém mostrado concentracdes séricas reduzidas de
magnésio em mulheres com cancer de mama, o0 que parece comprometer o sistema
de defesa antioxidante, sendo considerado fator importante na manifestacdo da
tumorigénese. OBJETIVO: O estudo avaliou parametros do magnésio, atividade da
enzima superoxido dismutase e sua relacdo com marcador do estresse oxidativo em
mulheres com cancer de mama. METODOS: Estudo transversal, envolvendo 60
mulheres, na faixa etaria entre 29 e 65 anos, distribuidas em dois grupos: grupo
caso (mulheres com cancer de mama, n=30) e grupo controle (mulheres sem cancer
de mama, n=30). Foram realizadas medidas do peso corporal e estatura, bem como
analisadas a ingestdo de magnésio e parametros bioquimicos do mineral. A analise
da ingestdo de magnésio foi realizada por meio do registro alimentar de trés dias,
utilizando o programa Dietpro clinico, versdo 5i. As concentracdes do magnésio
plasmético, ionizado, eritrocitario e urinario foram determinadas segundo o método
de espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente. O
estresse oxidativo foi analisado pelo método das concentracdes plasmaticas das
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico. A determinacéo da atividade da enzima
superoxido dismutase eritrocitaria foi feita usando método colorimétrico. Os dados
foram analisados no programa estatistico GraphPrad Prism® versdo 6.01.
RESULTADOS: Os valores médios da quantidade de magnésio nas dietas estavam
abaixo da recomendacdo, sem diferenca estatistica entre os grupos estudados
(p>0,05). As concentracbes de magnésio plasmatico, ionizado e eritrocitario das
mulheres com céancer de mama estavam reduzidas em relacdo ao grupo controle
(p<0,0001) e inadequadas segundo os valores de referéncia. A excrecao urinaria
estava elevada, com diferenca significativa entre os grupos (p<0,0001). A
concentracdo média das substancias reativas ao acido tiobarbitirico estava elevada
nas participantes do estudo, sem diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p>0.05). Os valores médios da atividade da enzima superéxido dismutase estavam
adequados nas participantes do estudo, sem diferenca estatistica significativa entre
0s grupos (p>0,05). O estudo ndo mostrou correlacdo significativa entre os
parametros do magnésio e os marcadores do estresse oxidativo (p>0,05). A andlise
de correlacdo entre a atividade da superéxido dismutase eritrocitaria e as
concentracdes plasmaticas das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico também
n&o revelou resultado significativo (p>0,05). CONCLUSAO: A partir dos resultados
deste estudo, pode-se concluir que as mulheres com cancer de mama apresentam
comprometimento na homeostase do magnésio, caracterizada pela sua reducdo na
dieta, no plasma, nos eritrocitos e aumento na urina. Além disso, o estudo de
correlacdo ndo demonstra influéncia desse mineral sobre o estresse oxidativo,
distarbio importante na patogénese do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Magnésio. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

BEZERRA, D. L. C. Hypomagnesaemia and its Relationship with Markers of
Oxidative Stress in Women with Breast Cancer. 2017. Dissertation (Master's
Degree) - Postgraduate Program in Food and Nutrition, Federal University of Piaui,
Teresina-PI.

INTRODUCTION: Studies have shown reduced serum magnesium concentrations in
women with breast cancer, which seems to compromise the antioxidant defense
system, being considered an important factor in the manifestation of tumorigenesis.
OBJECTIVE: This study evaluated magnesium parameters, activity of enzyme
superoxide dismutase and its relationship with marker of oxidative stress in women
with breast cancer. METHODS: A cross-sectional study involving 60 women in the
age between 29 and 65 years, divided into two groups: case group (women with
breast cancer, n = 30) and control group (women without breast cancer, n = 30) .
Measurements of body weight and height were performed, as well as the ingestion of
magnesium and biochemical parameters of the mineral. The analysis of magnesium
intake was carried out using the three-day dietary record, using the Dietpro clinical
program, version 5i. Plasma, ionized, erythrocyte and urinary magnesium
concentrations were determined using the inductively coupled plasma optical
emission spectrometry method. Oxidative stress was analyzed by the plasma
concentrations of thiobarbituric acid reactive substances. The determination of
erythrocyte superoxide dismutase enzyme activity was done using a colorimetric
method. Data were analyzed in the statistical program GraphPradPrism®, version
6.01. RESULTS: The mean values of the amount of magnesium in the diets were
below the recommendation, with no statistical difference between the groups studied
(p>0.05). Plasma, ionized and erythrocyte magnesium concentrations of women with
breast cancer were reduced in relation to the control group (p<0.0001) and
inadequate according to the reference values. Urinary excretion was high, with
significant difference between groups (p<0.0001). The mean concentration of
thiobarbituric acid reactive substances was high in the study participants, with no
significant statistical difference between the groups (p>0.05). Mean values of
superoxide dismutase enzyme activity were adequate in the study participants, with
no significant statistical difference between the groups (p>0.05). The study did not
show a significant correlation between the parameters of magnesium and the
markers of oxidative stress (p> 0.05). The correlation analysis between the activity of
erythrocyte superoxide dismutase and plasma concentrations of thiobarbituric acid
reactive substances did not reveal a significant result (p> 0.05). CONCLUSION:
From the results of this study, it can be concluded that women with breast cancer
have a compromised magnesium homeostasis, characterized by their reduction in
diet, plasma, erythrocytes and increase in urine. In addition, the correlation study
does not show influence of this mineral on oxidative stress, an important disorder in
the pathogenesis of breast cancer.

Keywords: Breast Cancer. Magnesium. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama constitui a forma mais comum de neoplasia maligna
entre as mulheres, sendo responsavel por taxas elevadas de mortalidade no mundo.
Essa doenca é caracterizada pelo crescimento e proliferacdo celular descontrolados
do tecido mamério, decorrente de mutacdes na estrutura e/ou funcdo do seu
material genético (NOURAZARIAN; KANGARI; SALMANINEJAD, 2014; PAVITHRA
et al., 2015).

Atualmente tem havido um interesse crescente no que diz respeito aos
distarbios bioquimicos e nutricionais presentes nas pacientes com cancer de mama,
na perspectiva de elucidar os mecanismos envolvidos na patogénese dessa doenca.
Nesse cenario, estudos clinicos tém destacado o papel relevante do estresse
oxidativo na promocao e progressdo da tumorigénese mamaria (KARKI et al., 2015a;
KILIC et al., 2014; PRABASHEELA et al., 2011).

O estresse oxidativo é uma desordem metabdlica que altera funcbes
proteicas e enzimaticas, fluidez e estabilidade da membrana celular, bem como
induz a sintese de citocinas pro-inflamatorias. Além disso, a producéo excessiva de
espécies reativas de oxigénio induz instabilidade genética e contribui para a
progressdo de células tumorais, atuando nas fases de iniciacdo, promocédo e
progressao da carcinogénese (ESREFOGLU, 2012; KARKI et al., 2014; PANDE et
al., 2012; RIOS-ARRABAL et al., 2013; ROBERTS et al., 2010; VERA-RAMIREZ et
al., 2011).

Nessa perspectiva, considerando a importante atuagdo de nutrientes no
equilibrio do sistema de defesa antioxidante, diversos estudos tém buscado
identificar a participacdo de minerais na prevencdo do cancer de mama (FENG et
al., 2012; KARKI et al.,, 2015a). O magnésio, em particular, tem sido bastante
estudado por participar como cofator essencial em vérias reacbes enziméaticas
envolvidas na defesa antioxidante, na proliferacdo celular, replicagdo do DNA,
reparo e expressao de genes, as quais sdo relevantes para a manutencdo da
estabilidade gendmica (BLASZCZYK; DUDA-CHODAK, 2013; DEEPTI; NALINI,
2014; KARKI et al., 2015b; MORAIS et al., 2017; PAVITHRA et al., 2015).

Nesse sentido, pesquisas recentes revelam ingestéo reduzida de magnésio
pelas pacientes com cancer de mama, bem como um comprometimento na

distribuicdo desse mineral no organismo de individuos com carcinogénese mamaria
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(FENG et al.,, 2012; TAO et al, 2015). Os estudos também mostram que a
deficiéncia do nutriente parece influenciar a progressdo do tumor (BLASZCZYK;
DUDA-CHODAK, 2013; KARKI et al., 2015a; KO et al., 2014).

Portanto, considerando a contribuicdo das espécies reativas de oxigénio em
mecanismos envolvidos na génese do cancer de mama, bem como a participagao
do magnésio na defesa antioxidante, a realizagdo desse estudo visou identificar a
relacdo entre esse nutriente e marcadores do estresse oxidativo no céancer de
mama, 0 que certamente trard perspectivas para a elaboracdo de estratégias que
estabelecam concentracées adequadas do mineral e, consequentemente, possam
contribuir para o controle da doenga.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse Oxidativo e Cancer de Mama

O céancer de mama é uma doenga com etiologia complexa, envolvendo
alteracdes nos sistemas celulares de transducdo de sinais e traducdo de &cidos
nucléicos que favorecem a proliferacdo tumoral, por fornecer energia para a
proliferacdo do tumor (KARKI et al., 2015b; PAVITHRA et al.,, 2015; REZNICK;
SANDER, 2015).

Entre os fatores envolvidos na patogénese do cancer de mama, a literatura
tem evidenciado a participacdo do estresse oxidativo na etiologia da doenca, pois a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio favorece a oxidacdo de
biomoléculas, alteracdes celulares e, consequentemente, a tumorigénese (FENG et
al., 2012; NANDY et al., 2015).

Ressalta-se que o estresse oxidativo é uma condicdo de desequilibrio entre
a producdo e degradacdo das espécies reativas de oxigénio, o que altera os
mecanismos redox-sensiveis, seja pela superproducdo dessas moléculas e/ou pela
atividade deficiente do sistema enzimético de defesa antioxidante do organismo
(FENG et al., 2012; HECHT et al., 2016).

Nessa perspectiva, as espécies reativas de oxigénio induzem a instabilidade
genética, participando da sobrevivéncia celular, por se ligarem a receptores de fator
trofico, além de contribuir para a progressao de células tumorais, aumentando o seu
potencial metastatico (ESREFOGLU, 2012; KARKI et al., 2014; PANDE et al., 2012;
ROBERTS et al., 2010).

Outro ponto importante a ser destacado, diz respeito a participacdo dos
compostos oxidantes nas fases de iniciagcdo, promocdo e progressdo da
carcinogénese da mama. Na fase de iniciacdo, essas moléculas promovem danos
oxidativos ao DNA, direta e indiretamente, por meio da geragdo de produtos de
oxidacdo altamente reativos, como peroéxidos lipidicos e peroxinitrito, o que contribui
para o processo inicial da mutagénese (VERA-RAMIREZ et al., 2011).

Na fase de promocdo do cancer de mama, esses compostos atuam como
sinalizadores celulares, alterando os processos de proliferagéo, crescimento celular,
apoptose e autofagia, por meio de trés mecanismos especificos, a saber: o primeiro

envolve aumento da sintese do DNA, estimulando a proliferacdo celular, devido a
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exposicdo a agentes cancerigenos genotéxicos, que além de induzir mutacdes que
ndo sdo reparadas, possibilitam a expansdo de células pré-neoplasicas iniciadas,
formando o tumor primario. O segundo trata da interacdo entre espécies reativas de
oxigénio e receptores de citocinas, hormdnios e fatores de crescimento na
membrana plasmatica, além da ativacdo de proteinas tirosina quinases, inibindo a
apoptose, com consequente aumento da atividade do tumor e da expressao de
oncogenes (KLAUNIG et al., 2011; VERA-RAMIREZ et al., 2011).

O terceiro mecanismo proposto diz respeito a ativacdo da via de autofagia,
processo envolvido na sobrevivéncia das células cancerigenas, por meio da
degradacédo de componentes celulares danificados, possibilitando a progresséo do
tumor da mama. Associado a isso, em situacdes de comprometimento do sistema de
defesa antioxidante, ocorre aumento da sintese de compostos oxidantes que alteram
a funcdo das proteinas tirosina quinases e proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR), estimulando a autofagia (ABRANTES et al., 2014; AKKOC et al.,
2015; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007; WONG et al., 2010).

Na fase de progressao tumoral, as espécies reativas de oxigénio regulam a
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) por meio da ativacéo
do fator induzido por hipoxia-1 (HIF-1), bem como conduzem a acédo da c-myb, um
proto-oncogene que codifica fatores de transcricdo envolvidos na proliferacdo e
maturacdo celular, condicbes que favorecem a proliferacdo, angiogénese e,
consequentemente, a metastase do tumor (BHATTARAI et al.,, 2011; CRAIGE
KANT; KEANEY, 2015; RIOS-ARRABAL et al., 2013).

Nessa tematica, ressalta-se que pesquisas recentes tém verificado aumento
nas concentracbes de marcadores do dano oxidativo em mulheres com tumor
maligno da mama quando comparados aquelas sem a doenca, sendo o estresse
oxidativo relacionado com degradacdo ao DNA, as proteinas ou ainda aos lipidios
(KILIC et al., 2014; FENG et al.,, 2012; GUPTA et al.,, 2012; KARKI et al., 2014;
KARKI et al., 2015a; KARKI et al., 2015b; KHANNA et al., 2012; PANDE et al.,
2012).

De forma particular, o dano lipidico, que pode ser evidenciado pelo aumento
nas concentracdes plasmaticas do malondialdeido, é caracterizado pela modificacao
da fluidez e permeabilidade da membrana celular, transducéo de sinal, altera¢des no
receptor da membrana, bem como alteragdo no DNA mitocondrial e no nudcleo

celular. Esses disturbios no metabolismo lipidico podem favorecer mutacdes
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celulares, potencializando o desequilibrio oxidativo presente na carcinogénese da
mama (AGNOLETTO et al., 2007; BADID et al., 2010; FENG et al., 2012; KHANNA
et al., 2012).

Gupta et al. (2012) verificaram aumento na concentracdo plasmatica de
malondialdeido, bem como atividade reduzida das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase e glutationa peroxidase em mulheres com cancer de mama. De modo
semelhante, na pesquisa de Pande et al. (2012) foi observado concentracfes
significativamente elevadas de malondialdeido em mulheres com o tumor maligno da
mama quando comparado as saudaveis. Além disso, o estudo mostrou associagdo
negativa significativa entre as concentracbes de malondialdeido e status
antioxidante total.

E importante chamar atencdo para a atuacdo relevante das enzimas
antioxidantes na proteg¢éo contra o cancer de mama. Pesquisas tém demonstrado
reducdo na atividade desses substratos, como a superédxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase, 0 que esta associado ao aumento
da peroxidacéo lipidica nas pacientes com a doenca (FENG et al., 2012; KARKI et
al., 2015a; KHANNA et al., 2012).

Por outro lado, a peroxidacdo lipidica presente no tecido mamario
cancerigeno pode conduzir a elevacdo da capacidade antioxidante, induzindo, por
exemplo, aumento na atividade da enzima superdxido dismutase (ARAUJO et al.,
2015; KILIC et al., 2014). Assim, as espécies reativas de oxigénio estimulam a
expressédo de genes codificantes de enzimas do sistema de defesa antioxidante,
como resultado de um mecanismo de regulagdo compensatério (ARAUJO et al.,
2015).

Gupta et al. (2012), em estudo realizado em mulheres com cancer de mama,
verificaram concentrag6es elevadas de 6xido nitrico e malondialdeido em relagéo ao
grupo sem a doenca. Dessa forma, 0 estresse oxidativo parece induzir atividade
prooxidante da proteina p53, por ativar genes oxidantes tais como o gene indutivel-
p53 3 e a prolina oxidase, bem como reprimir a expressdo dos genes antioxidantes
superoxido dismutase 2 e fator relacionado ao NF-E2, potencializando o dano
oxidativo celular (LIU; XU, 2011).

O gene supressor de tumor p53 codifica uma proteina de mesmo nome, que
atua por meio de um mecanismo de checkpoint do ciclo celular. Sua inativacao

contribui para a progressdo do céancer, pois favorece a ativacdo das proteinas
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tirosina quinases e, consequentemente, inibicdo da apoptose (DE LA CRUZ-
MORCILLO et al., 2013; VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).

Na presenca do estresse oxidativo, a atividade protetora da proteina p53
estd comprometida, 0 que conduz a instabilidade genética e a producédo acentuada
de espécies reativas de oxigénio, além de favorecer o desenvolvimento das células
tumorais (BENSAAD; VOUSDEN, 2007; BURHANS; HEINTZ, 2009).

Em estudo conduzido em mulheres com cancer de mama, Brancato et al.
(2016) verificaram in vitro que, ao submeter células tumorais a um ambiente
prooxidante, ocorre aumento nas concentragcbes de 8-oxi-7,8dihidroxil-2’-
deoxiguanosina, marcador de lesdo ao DNA. O estudo mostra que esse marcador
estava elevado entre os cédons 163 e 175, regibes com alta prevaléncia de
mutacBes no p53, o que pode implicar na desregulacéo da expressao da proteina e
reducdo da apoptose.

Milicevi¢ et al. (2014) observaram a presenga de mutagdes do gene p53 em
tecido tumoral mamario de mulheres com a doenca, o0 que pode ser associado com
a evolucdo clonal e progressdo metastatica do cancer de mama. Além disso,
verificaram concentracdo elevada de perdxidos lipidicos, bem como baixa atividade
das enzimas catalase, glutationa redutase e concentracdo reduzida de glutationa.

No mesmo estudo, também foi verificado que a expressdo elevada da
proteina p53 estava correlacionada negativamente com a atividade da catalase, a
qual parece estar reduzida em funcdo da atuacédo do gene indutivel-p53. Somado a
isso, a concentracdo elevada de peroxidos lipidicos correlacionou-se positivamente
com a p53, evidenciando dano oxidativo decorrente da producdo excessiva de

peréxido de hidrogénio no cancer de mama (MILICEVIC et al., 2014).

2.2 Aspectos Metabdlicos e Fisiologicos do Magnésio

O magnésio é o segundo cation intracelular mais abundante no organismo e
esta envolvido em diversos processos de producdo e utilizacdo de proteinas e
energia, sintese de DNA e RNA, bem como estabilizagdo de membranas
mitocondriais. Além disso, esse ion modula a conducéo e contragdo neuromuscular
e cardiovascular, regula a funcdo hormonal e imunoldgica, assim como atua na
estabilidade genémica e genética (BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015;
EVANGELOPOULOS et al., 2008; VOLPE, 2013).
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A participacdo do magnésio na estabilidade gendmica diz respeito a sua
acdo nos diferentes compartimentos celulares. No citoplasma, esse nutriente
contribui para a manutencdo da integridade da membrana, protecdo contra o
estresse oxidativo, bem como atua na regulacdo da proliferacéo, diferenciacdo e
apoptose celular. No nudcleo, o magnésio mantém a integridade da estrutura, reduz a
possibilidade de mutac¢des durante a replicagéo e favorece a ativagao dos processos
de reparo do DNA (ANASTASSOPOULOU; THEOPHANIDES, 2002; HARTWIG,
2001).

O magnésio estd distribuido em trés compartimentos principais no
organismo: tecido 0sseo (65%), tecido muscular (34%) e fluidos intersticial e
plasmatico (1%). No plasma, esse nutriente pode ser encontrado no estado livre ou
ionizado (60%); ligado a proteinas, como a albumina (20 a 30%); ou complexado
com anions, como fosfato, bicarbonato, citrato e lactato (1 a 2%) (KOLTE et al.,
2014; SEVERO et al., 2015). Sua concentragdo normal varia de 0,75 a 1,05 mmol/L
(TOPF; MURRAY, 2003).

Os valores considerados normais de magnésio eritrocitario estdo entre 1,65
a 2,65 mmol/lL (TIETZ, 1995). Este nutriente esta presente em estruturas
intracelulares, como o ndcleo, mitocondrias e reticulos, bem como no citosol ligado a
ribossomos e ainda nas moléculas de ATP, ADP e &cidos nucléicos (BAAIJ;
HOENDEROP; BINDELS, 2015; BELIN; HE, 2007; SEVERO et al., 2015).

A homeostase do magnésio é determinada, principalmente, por sua
absorcdo no trato gastrointestinal, pelas necessidades teciduais e pela excregao
renal (BELIN; HE, 2007). A absor¢cdo desse ion ocorre primordialmente no cdlon,
embora também possa ser realizada no jejuno e no ileo. Do conteudo total de
magneésio ingerido, cerca de 30 a 50% é absorvido, variando de acordo com as
reservas do organismo e do seu aporte na dieta (BLANCHARD; VARGAS-
POUSSOU, 2012; HOUILLIER, 2014; JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012).

O magnésio pode ser absorvido por meio de dois mecanismos especificos:
transportes paracelular e ativo, a depender do aporte desse mineral na dieta. O
transporte paracelular envolve a difusdo do nutriente através de pequenos espacgos
entre as células epiteliais. Em condigbes de consumo adequado ou baixo (< 20
mmol/dia), a absor¢cdo do magnésio ocorre por meio de transporte ativo, o qual se da
por meio de transportadores pertencentes a familia denominada receptor de

potencial transitério do tipo melastatina (especificamente TRPM6 e TRPM7) (BAAIJ;



Referencial Tebrico 23

HOENDEROP; BINDELS, 2012; HOUILLIER et al.,, 2014; JAHNEN-DECHENT;
KETTELER, 2012).

O TRPM6 e TRPM7 estdo localizados em maior quantidade no intestino e
nos rins, e sao regulados pelas concentracbes de magnésio intracelular (ROMANI,
2011). O TRPM6 é expresso na membrana apical do enterécito, e provavelmente
constitui o primeiro passo na absorcdo do magnésio, contribuindo para a
homeostase do mineral (CASTILLO et al.,, 2010; DEASON-TOWNE; PERRAUD;
SCHMITZ, 2011; MIDDELBEEK et al. 2012; VISSER et al., 2013; WOLF; TRAPANI,
2012).

A deficiéncia de magnésio pode ser resultante de sua excre¢cdo aumentada
ou ingestdo inadequada. Dessa forma, os rins constituem papel relevante na
regulacdo da homeostase desse nutriente, sendo que aproximadamente 95% do
mineral filtrado € reabsorvido. O limiar maximo de sua concentracdo plasmatica é
proximo dos valores de referéncia, sendo o excesso do nutriente quase totalmente
excretado (SEVERO et al., 2015).

A maior parte da reabsorcdo do magnésio ocorre no ramo ascendente
espesso da alca de Henle (65%) e no tabulo proximal (20 a 30%), por meio de vias
paracelulares, que parecem ser reguladas por receptores de calcio extracelular. O
restante do mineral é reabsorvido no tibulo contorcido distal (10%), via transporte
ativo transcelular, envolvendo canais especificos como o TRPM6. No entanto, o
consumo excessivo do magnésio ou sua administracdo parenteral, bem como teor
elevado de proteinas, sédio, célcio, cafeina e &lcool na dieta podem potencializar
sua excrecdo renal (MARTIN; GONZALEZ; SLATOPOISKY, 2009; NAITHANI;
BHARADWAJI; DARBARI, 2014; SEVERO et al., 2015).

As principais fontes alimentares de magnésio séo cereais integrais, vegetais
folnosos verdes, espinafre, nozes, frutas, legumes e tubérculos (BAAIJ;
HOENDEROP; BINDELS, 2015; SEVERO et al.,, 2015). A recomendacédo de
ingestao diaria do mineral é de 310 a 320 mg para mulheres adultas e 400 a 420 mg
para homens adultos (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997).

Alguns fatores dietéticos podem interagir com 0 magnésio inibindo sua
absorcdo, como fibras alimentares, fitatos, oxalatos, fosfatos e ingestdo proteica
inferior a 30 g/dia; ou aumentando seu processo absortivo, a exemplo de lactose e
carboidratos (NAITHANI; BHARADWAJI; DARBARI, 2014; SEVERO et al., 2015).

No que diz respeito a avaliacdo do estado nutricional relativo ao magnésio,
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esta pode ser realizada por meio da determinacdo de sua concentracdo plasmatica,
eritrocitaria e urinaria. O magnésio plasmatico tem sido bastante utilizado, embora
nao reflita seu conteudo corporal total, uma vez que, mesmo com ingestao deficiente
do mineral, as concentracdes no plasma permanecem constantes por um longo
periodo de tempo (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2007; ELIN, 2010; JAHNEN-
DECHENT; KETTELER, 2012; ROCHA, 2009). Os valores considerados normais
estdo entre 0,75 e 1,05 mmol/L (TOPF; MURRAY, 2003).

Uma das fracdes do magnésio presente no plasma, o magnésio ionizado,
também pode ser mensurado, e este corresponde a sua forma bioldgica mais ativa.
Seus valores considerados normais estdo entre 0,55 a 0,75 mmol/L (JAHNEN-
DECHENT; KETTELER, 2012). .

Com relacdo a concentracdo eritrocitaria do magnésio, este marcador
possibilita avaliacdo de médio a longo prazo do estoque desse mineral no
organismo, pois apresenta meia-vida de 120 dias (JAHNEN-DECHENT; KETTELER,
2012; ROCHA, 2009). Os valores de referéncia para as concentracdes de magnésio
nos eritrocitos considerados normais estao entre 1,65 e 2,65 mmol/L (TIETZ, 1995).

A urina é um bom indicador para alterac6es recentes do estado nutricional
relativo ao magnésio, visto que em casos de deficiéncia, sua excrecdo é reduzida
por mecanismos de reabsorcéo renal para manutencéo da homeostase do mineral
no organismo. De forma particular, a urina de 24 (vinte e quatro) horas é um teste
valioso, pois permite avaliar alteragbes na homeostase do magnésio nos rins
relacionando-se com o estado fisiolégico dos pacientes. Aproximadamente 3 a 4
mmol do mineral sdo perdidos diariamente por meio da via de excrecao renal
(GIBSON, 2004; JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012). Os valores de referéncia
estdo entre 3,00 a 5,00 mmol/24 h para magnésio urinario (TIETZ, 1995).

2.3 Cancer de Mama, Estresse Oxidativo e Magnésio

A literatura tem destacado o papel relevante de minerais, a exemplo do
magneésio, como nutriente importante na protecao contra a tumorigénese da mama,
pois este estabiliza a estrutura de acidos nucleicos e atua como cofator de enzimas
envolvidas no metabolismo da glicose, replicagdo do DNA, reparo e expressao de
genes (BLASZCZYK; DUDA-CHODAK, 2013; FENG et al., 2012; KHANNA et al.,
2012; KO et al., 2014).
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E oportuno mencionar a participacdo do magnésio na producdo da
glutationa, substrato responsavel pela protecdo da membrana celular contra o dano
oxidativo, detoxificacdo e por processos coenzimaticos. Esse mineral € necessario
para a acdo da enzima gama-glutamil-transpeptidase, localizada externamente a
membrana celular plasmatica, onde se decompde a glutationa extracelular
circulante. Seu mecanismo de acéo possibilita a liberacdo de cisteina, aminoacido
necessario para que ocorra a regeneracéo de glutationa no meio intracelular (GATE
et al., 2011; ZHANG; FORMAN; CHOI, 2005).

A deficiéncia de magnésio plasmatico diminui a expressado e atividade de
enzimas antioxidantes, a exemplo da glutationa peroxidase, superdxido dismutase e
catalase, bem como reduz a concentracdo da glutationa extracelular, substrato que
ajuda na regeneracao de compostos importantes como o acido ascorbico e tocoferol,
0S quais também estdo reduzidos na hipomagnesemia. Além disso, a deplecéo
desse mineral aumenta a producdo de éxido nitrico por favorecer a atividade da
enzima o6xido nitrico sintase 2 nas células endoteliais (BAAIJ; HOENDEROP;
BINDELS, 2015; BELIN; HE, 2007; DEEPTI; NALINI, 2014; ROCHA et al., 2015).

Em situacbes de estresse oxidativo, como no cancer de mama, a enzima
gama-glutamil-transpeptidase € necessaria para manutencao do equilibrio redox
entre a glutationa reduzida e a oxidada. No entanto, tem sido sugerido que a
deficiéncia de magnésio perturba a manutencdo desse equilibrio, pois ndo ha
substrato suficiente para a regeneracdo da glutationa e, consequentemente, a
glutationa peroxidase, bem como outras enzimas antioxidantes, tém sua atividade
reduzida, favorecendo a manifestagéo do estresse oxidativo (STARK et al., 2003).

Estudo conduzido por Feng et al. (2012), em mulheres com neoplasia
mamaria benigna e maligna, mostrou correlacdo negativa entre as concentracdes
séricas de magnésio e marcadores do estresse oxidativo, o que corrobora o
potencial antioxidante do mineral sobre a atividade de enzimas do sistema de defesa
do organismo, bem como demonstra o efeito deletério da deficiéncia desse nutriente
sobre o DNA e estabilidade das membranas.

De forma semelhante, as pesquisas de Karki et al. (2015a) e Karki et al.
(2015b) mostraram reducédo dos valores séricos de magnésio na populagcdo com
cancer mamario, quando comparados a individuos saudaveis e com tumor benigno.
Sobre esses resultados, pode-se inferir que 0 estresse oxidativo presente no grupo

com a doenca contribui para a reducdo da atividade das enzimas antioxidantes
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superoxido dismutase e glutationa peroxidase, comprometendo a sua ag¢do na
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio no tecido tumoral (KARKI et al.,
2014).

Uma meta-analise de Ko et al. (2014) demonstrou que a ingestéo elevada de
magnésio tem efeito protetor contra o cancer. Tao et al. (2015) realizaram uma
pesquisa de coorte com 1.170 mulheres com o tumor mamario e mostraram que
aguelas que possuiam o maior tercil de ingestdo do mineral tinham menor risco de
mortalidade quando comparadas aquelas com o menor tercil de ingestao.

A partir dos resultados dos estudos que revelaram alteragbes nas
concentragfes de magnésio no cancer de mama, foram conduzidas pesquisas na
perspectiva de avaliar o efeito da suplementacdo com mineral na inibicdo da
carcinogénese (ABDELGAWAD et al., 2015). Um estudo in vitro com células MCF-7
desenvolvido por Mirmalek et al. (2016) mostrou que o uso de sulfato de magnésio
(40 pg/mL) utilizado como terapia no tratamento do cancer de mama tem efeito
positivo citotoxico, pois promove a reducdo da permeabilidade celular de células
neoplasicas, conduzindo a 50% de morte celular do tumor mamario.

Ressalta-se que o0 magnésio também participa da estrutura e funcao da p53,
em particular, na sua capacidade de ligacdo ao DNA celular. Sobre este aspecto,
Wang et al. (2011) demonstraram, por meio de andlise computacional, que este
mineral possui afinidade relevante na manutencdo de uma orientacao favoravel para
o residuo Arg248 em sua interacdo com o DNA, etapa critica para a atividade da
p53. Logo, o magnésio favorece a ligagdo p53-DNA, efeito este que pode ser
comprometido em situagdes de deficiéncia do nutriente (MURATA et al., 2015).

A hipomagnesemia presente no cancer de mama leva a reducdo da
atividade da p53 e entrada de calcio na célula, contribuindo para a producéo
excessiva de acido Urico e radical hidroxila, o qual reage, entdo, com o éxido nitrico,
formando peroxinitrito, 0 que agrava 0 estresse oxidativo e a inflamacéo
(BLASZCZYK; DUDA-CHODAK, 2013; MURATA et al., 2015; MORAIS et al., 2017;
VESPER et al., 2010; ZHOU et al., 2012).

Este processo inflamatorio pode ser potencializado, pois o principal canal
transportador de magnésio no organismo, o0 TRPM7, favorece o influxo de célcio e
promove a proliferacdo celular e metastase (BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2012;
DEASON-TOWNE; PERRAUD; SCHMITZ, 2011; DHENNIN-DUTHILLE et al., 2014
WOLF; TRAPANI, 2012).
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Nas ultimas décadas tem sido bastante investigado a condig&o nutricional de
mulheres com cancer de mama em relagdo ao magnésio. Os resultados desses
estudos revelam comprometimento na homeostase do mineral, com valores séricos
reduzidos (ABDELGAWAD et al., 2015; CZERNY et al., 2014; KARKI et al., 2015b).
Sobre esse aspecto, na fase proliferativa do crescimento tumoral mamario ocorre
aumento da concentragao intracelular do magnésio, pois o tumor “sequestra” esse
ion, o que pode contribuir para a sua deficiéncia no plasma e aumentar o estresse
oxidativo (BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015).

Com base nos dados existentes na literatura, torna-se evidente a
complexidade da patogénese do cancer de mama, com diversos mecanismos ainda
nao totalmente elucidados. Nesse sentido, destaca-se a participacdo do estresse
oxidativo como umas das desordens bioquimicas e celulares de grande importancia
para manifestacdo da doenca. Assim, a busca da definicdo sobre a possivel atuacao
do magnésio na defesa antioxidante dessas pacientes é conduzida na perspectiva
de obter estratégias nutricionais que possam contribuir na prevencéo e/ou controle

da mesma.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros bioquimicos do magnésio e a atividade da enzima
superéxido dismutase e relaciona-los com marcador do estresse oxidativo em

mulheres com cancer de mama.

3.2 Objetivos Especificos

o Estimar o consumo alimentar e a adequacdo da dieta em relacdo a
macronutrientes e magnésio;

o Determinar as concentracdes de magnésio plasmatico, ionizado, eritrocitario e
urinario nas participantes do estudo;

o Determinar a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase
eritrocitaria e as concentracdes plasmaticas das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico nas mulheres com cancer de mama e comparar com 0 grupo

controle.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Caracterizacédo do Estudo e Protocolo Experimental

Estudo transversal desenvolvido com 30 mulheres diagnosticadas com
cancer de mama, na faixa etaria entre 20 a 69 anos de idade, atendidas em um
consultério da rede particular em Teresina/Pl. Simultaneamente, foram coletados
dados de 30 mulheres saudaveis, sem diagnostico de cancer de mama, com
caracteristicas semelhantes ao grupo caso em relacdo a idade e sexo, as quais
constituiram o grupo controle.

Para a selecdo das participantes foram considerados 0s seguintes critérios
de inclusdo: diagnostico de cancer de mama comprovado histologicamente (grupo
caso); nao fumar, ndo ingerir alcool de forma crénica, ndo apresentar diabetes
mellitus, insuficiéncia renal crdnica, doencas hepaticas e inflamatérias intestinais;
nao estar gravida ou amamentando, néo ter realizado tratamento prévio da doenca,
bem como ndo fazer uso de medicamentos e/ou suplementos nutricionais que
possam interferir no estado nutricional relativo ao magnésio.

A técnica de amostragem utilizada foi ndo probabilistica por conveniéncia.
Assim, a definicdo da amostra do grupo caso foi baseada nos critérios de inclusédo
apresentados e na demanda espontanea de atendimentos em um consultério da
rede particular no periodo de maio de 2016 a janeiro de 2017. O recrutamento e a

selecéo das participantes do estudo estao descritos na figura 1.

Figura 1- Fluxograma do recrutamento e selecdo das participantes do estudo.
Teresina-PI, Brasil, 2017.

82 mulheres consentiram e estavam aptas a participar
caso (n=42) e controle (n=40)
\ A
22 mulheres desistiram
\L caso (n=12) e controle (n=10)

60 mulheres participaram
caso (n=30) e controle (n=30)



Casuistica e Métodos 30

Todas as mulheres que aceitaram participar do estudo assinaram um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), bem como receberam
informacdes detalhadas sobre a pesquisa com linguagem adequada, conforme
estabelecido pela Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
2012). Foi preenchida uma ficha de cadastro da participante (Apéndice B) e
entregues os formularios para obtencdo do registro alimentar (Apéndice C) e
material para a coleta da urina de 24 horas (Apéndice D).

Para o grupo controle, foi feito agendamento de datas de acordo com a
disponibilidade das participantes para afericdo das medidas antropométricas (peso
corporal e estatura), além de coleta de sangue, recebimento da urina de 24 horas e
do registro alimentar. Para o grupo caso, esses parametros foram obtidos
momentos antes do procedimento cirargico. Os dados foram registrados nas fichas
de cadastro da participante e, para as mulheres que possuiam cancer de mama, de
acordo com o exame histopatologico, foi incluida informacéo acerca do tipo e do
grau histolégico do tumor mamario.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica) n°
46458515.0.0000.5214 e numero do parecer n° 1.322.988 (ANEXO A) e também
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario com o parecer
de n° 53/15 (ANEXO B).

As etapas realizadas pelas participantes do estudo estao descritas na figura
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Figura 2- Fluxograma das etapas realizadas pelas participantes do estudo.
Teresina-PI, Brasil, 2017.
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Entreaa dos resultados para as participantes do estudo

4.2 Caracterizagcdo das Participantes da Pesquisa

4.2.1 Peso corporal e Estatura

Anteriormente a coleta de sangue, o peso corporal foi determinado utilizando
uma balanca digital (Plenna® modelo SIM09190), com capacidade maxima de 180
Kg, graduada em 100 gramas, estando as participantes do estudo descalcas, em
posicdo ereta, com 0s pés unidos e bracos estendidos ao longo do corpo. A estatura
foi mensurada com antropdmetro (Secar®), graduado em centimetros e com barra
vertical fixa, para posicionamento sobre a cabeca, estando as participantes
descalcas, em posicdo ereta, com 0s bracos estendidos ao longo do corpo, pés
unidos, cabeca erguida e olhando para um ponto fixo na altura dos olhos (BRASIL,
2011).

4.3 Avaliagcdo do Consumo Alimentar

Para a avaliagdo do consumo de alimentos, foi utilizado um inquérito

alimentar de acordo com a técnica de registro alimentar de 3 dias (Apéndice C),
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compreendendo dois dias alternados durante a semana e um dia no final de semana
(sébado ou domingo). No momento da entrega dos formulérios as participantes da
pesquisa, foi dada orientacdo quanto a forma correta de anotar os alimentos, como
discriminar os tipos de refei¢cdes, preparacdes, porcionamento, medidas caseiras,
quantidades e horarios em que as mesmas foram consumidas.

A quantidade de energia, macronutrientes e magnésio foram calculados pelo
software “Dietpro clinico”, verséo 5i (A. S. Sistemas). Os alimentos foram analisados
com base em tabelas de composicdo e preparacbes de alimentos, utilizando a
seguinte ordem de prioridade: Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos
(TACO, 2011), Tabela de Composigédo de Alimentos (PHILIPPI, 2002) e Tabela da
USDA Nutrient Data Base For Standard Reference Release 20 do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2007), de forma que todos os alimentos
apresentassem informacao nutricional. O percentual médio de adequacdo de
macronutrientes e magnésio foi calculado com base nas Dietary Reference Intakes —
DRIs (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997, 2005).

4.4 Analise dos dados dietéticos

Apos aplicacdo do registro alimentar de trés dias, os valores de ingestao de
magnésio e de macronutrientes foram ajustados pela variabilidade intrapessoal e
interpessoal, corrigida por técnicas de modelagem estatistica incorporadas na
plataforma online Multiple Source Method — MSM (verséo 1.0.1) (HAUBROCK et al.,
2011; MSM, 2011).

O MSM estima a ingestdo habitual de alimentos e nutrientes de individuos e
grupos populacionais a partir dos dados provenientes de dois ou mais inquéritos
alimentares de curto prazo coletados em cada individuo da amostra (HARTTIG et al.,
2011; HAUBROCK et al., 2011).

Para estimar o consumo habitual, foi feita analise de regressao logistica,
verificando a probabilidade de ingerir um alimento ou nutriente em um dia aleatério,
incluindo no modelo estatistico as covariaveis consideradas preditivas para a
ingestao alimentar, como sexo e idade (LAUREANO et al., 2016; MSM, 2011;
SOUVEREIN et al., 2011).

Para avaliar a quantidade habitual consumida de alimentos a partir do

registro alimentar de trés dias, foi feita regresséo linear simples, considerando-se
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também as covaridveis preditivas (sexo e idade) para ingestdo alimentar. Em
seguida, foi feita a estimativa da ingestdo diaria usual dos nutrientes para cada
participante, a partir da multiplicacdo entre a probabilidade do consumo e a
quantidade usual de ingestdo (MSM, 2011; SARTORELLI; BARBIERI; PERDONA,
2014).

Para estimar a prevaléncia de inadequacdo do magnésio nos grupos,
utilizou-se a necessidade média estimada (EAR) como ponto de corte, avaliando-se
a proporcdo das mulheres na faixa etaria de 31 a 70 anos cujo consumo estava
abaixo de 265 mg/dia (BEATON, 1994; INSTITUTE OF MEDICINE, 1997). Para
andlise dos macronutrientes foi utilizado como referéncia o intervalo aceitavel de
distribuicdo de macronutrientes (AMDR) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).

Para o calculo da prevaléncia de inadequacdo do magnésio, foi aplicado o

teste Z, (BEATON, 1994), conforme férmula descrita a seguir:

(EAR - média)
dp

Escore z =

Onde:

EAR = necessidade média estimada para o0 magnésio
média = média ajustada do grupo

dp = desvio padrao da distribuicdo ajustada

4.5 Coleta do Material Bioldgico

4.5.1 Coleta de Sangue

Amostras de 20 mL de sangue venoso foram coletadas estando as
participantes em jejum minimo de 12 horas, sendo utilizadas seringas plasticas
descartaveis e agulhas de aco inoxidavel, estéreis e descartaveis. O sangue colhido
foi distribuido em tubos distintos: (1) tubo de polipropileno contendo citrato de sodio
a 30% como anticoagulante (10 yL/ mL sangue) para a analise do magnésio (08 mL
de sangue) e (2) tubo contendo acido etileno diaminotetracético (EDTA) para
analise das substancias reativas ao acido tiobarbitirico e da atividade da enzima

superoxido dismutase (12 mL de sangue).
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4.5.2 Coleta de Urina de 24 Horas

Para a coleta de urina de 24 h, foram fornecidos frascos desmineralizados,
que foram pesados antes e apds a coleta em balanca semianalitica para a
determinacdo do volume urinario a partir da densidade. A urina foi acidificada com
acido cloridrico a 3 mol/L e homogeneizada, para melhorar sua conservacao e
evitar a precipitacdo de magnésio. Apds esse procedimento, foram retirados 8 mL
do volume urinario e distribuidos em 4 microtubos (2 mL cada) previamente
desmineralizados, devidamente identificados e conservados em freezer a -20°C

para analise posterior (ELIN, 1987).

4.6 Determinacdo dos Parametros Bioquimicos do Magnésio

4.6.1 Controle de Contaminacao e Preparo dos Reagentes

A fim de garantir o controle de contaminag¢do por minerais, toda a vidraria e
material de polipropileno utilizado para as andlises foram desmineralizados antes do
uso, por meio do banho em solucédo de &cido 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 depdsitos fechados, até o
momento da utilizacdo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). Os reagentes foram
preparados e diluidos em agua livre de ions processada pelo Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA).

4.6.2 Separacao dos Componentes do Sangue

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo (SIGMA® 4K15) a
1831xg durante 15 minutos a 4 °C. Em seguida, o plasma foi extraido com pipeta
automatica e acondicionado em microtubos de polipropileno previamente
desmineralizados, sendo posteriormente conservados a —20 °C.

Para separacao dos eritrocitos e subsequente determinacdo do magnésio,
foram utilizados os métodos propostos por Whitehouse et al. (1982). A massa
eritrocitaria foi lavada com 10 mL de solugéo salina isoténica (NaCl a 0,9%), sendo

cuidadosamente homogeneizada por inversdo e, posteriormente, centrifugada
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(SIGMA® 4K15) a 2493xg por 10 minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes
para remover contaminantes dos eritrécitos (plaguetas e leucécitos). Apos a ultima
centrifugacéo, a solucao salina foi aspirada e descartada, e a massa eritrocitaria foi
extraida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica, quando foi
transferida para tubos de polipropileno desmineralizados, que foram mantidos a
temperatura de —20°C para posterior analise (WHITEHOUSE et al. 1982).

4.6.3 Determinacdo da Hemoglobina

A concentragcdo de hemoglobina na massa eritrocitaria foi determinada
conforme o método da cianometahemoglobina para expressar as concentracfes de
magneésio eritrocitario e atividade da enzima superéxido dismutase (VAN
ASSENDELFT, 1972). Inicialmente, em um microtubo contendo 200 yL de massa
eritrocitaria foi adicionado 600 yL de agua ultrapura, perfazendo um lisado com
proporcao 1:4. Em seguida, a uma aliquota de 20 uL desse lisado foi acrescentado 5
mL de solugéo de Drabkin (Labtest®, Brasil). A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotbmetro UV visivel (Bel Photonics®, SP1102), considerando o
comprimento de onda de 540 nm.

4.6.4 Determinacdo do Magnésio Plasmatico, lonizado, Eritrocitario e Urinario

As andlises de magnésio plasmatico, ionizado, eritrocitario e urinario foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Emissdo Atbmica - Embrapa
(Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo), localizado em Sete Lagoas —
Minas Gerais. A analise elementar do mineral foi realizada em um espectrometro de
plasma indutivamente acoplado - Espectrometria de Emissdo Optica com uma
configuracéo de vista axial e um nebulizador V-Groove (720 ICP/OES, Varian Inc.,
Califérnia, Estados Unidos). Os limites de deteccdo foram medidos a partir da
equacao 3 x desvio padrao de 10 medi¢des do branco, dividido pela declividade da
curva de calibragdo. Solucdes estoque monoelementais de magnésio 1000 mg.L™
(Titrisol e Certipur - Merck, Germany) foram utilizados na preparacédo de solucdes
de referéncia para a curva de calibracdo e otimizacdo das condi¢Bes analiticas.
Todas as solugbes aquosas e as diluicbes foram preparadas com agua ultrapura
(18 MQ.cm- 1), obtida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).
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As amostras de plasma foram diluidas em 1:50, v/v da seguinte forma: 3,0%
(m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNO3. A
massa eritrocitaria foi diluida 1:100 v/v da seguinte forma: 3,0% (m/v) 1-butanol,
0,2% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% (v/v) HNOg3, para auxiliar na
dissolucéo dos elementos traco nas amostras. Duas linhas de emissédo para cada
elemento foram testadas antes da selecéo.

O magnésio foi lido em 280,271 nm (linha i6nica). A escolha da linha
espectral de analise foi baseada tanto na sua sensibilidade quanto na interferéncia
espectral. As amostras foram medidas em triplicata. Amostras de material de
referéncia certificado, Seronorm TM Oligoelement Serum L-1 e L-2 (Billingstad,
Noruega), foram determinadas para validar as medi¢cdes analiticas em ICP-OES.

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

Os valores de referéncia adotados foram de 0,75 a 1,05 mmol/L para
magneésio plasmatico (TOPF; MURRAY, 2003), 1,65 a 2,65 mmol/L para magnésio
eritrocitario (TIETZ, 1995), 0,55 a 0,75 mmol/L para magnésio ionizado (JAHNEN-
DECHENT, 2012) e 3,00 a 5,00 mmol/24 h para magnésio urinario (TIETZ, 1995).

4.7 Determinacao de Marcadores do Estresse Oxidativo

4.7.1 Determinacdo das Concentracdes Plasméticas das Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbittrico (TBARS)

As concentragfes plasméticas de TBARS foram determinadas seguindo-se
meétodo descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), com adaptacbes. Antes do
processamento das amostras, uma curva analitica de calibragéo foi preparada nas
concentragcbes 1; 5; 10 e 25 nmol, utilizando-se o tetraetoxipropano (TEP) como

padréo.
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Em microtubos contendo 200 pL de plasma e um com 200 yL de agua
destilada (branco), foram adicionados 350 pL de acido acético a 20% (pH 3,5) e 600
ML de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5%, diluido em acido acético. As amostras foram
preparadas em triplicata e incubadas em banho-maria, com sistema de agitacdo a
85°C por uma hora e, apés esse periodo, submetidos a banho de gelo por 15
minutos.

Em seguida, adicionou-se 50 pyL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 8,1%
nos microtubos, procedendo-se a centrifugac¢do por 15 minutos a 13680xg a 25°C. O
sobrenadante foi extraido e a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro UV visivel (Bel Photonics®, SP1102), considerando o

comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mL.

4.7.2 Determinacgédo da Atividade da Enzima Superoxido Dismutase Eritrocitéria

A determinacao da atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria foi
realizada de acordo com o método descrito por Das, Samanta e Chainy (2000), que
analisa a quantidade da enzima capaz de inibir em 50% a formacéo de nitrito em
reacdo de ponto final. Previamente ao processamento das amostras, uma curva
analitica de calibracdo foi construida utilizando nitrito de sodio em concentracées
variando entre 5 e 50 uM.

Inicialmente, foram adicionados os seguintes reagentes em tubos de ensaio
de 5 mL, que constituiram a mistura da rea¢do: 1110 pL de tampao fosfato, 75 pL L-
metionina, 40 pL de Triton X-100, 75 pL de cloreto de hidroxilamina, 100 pL de
EDTA e 100 yL da massa eritrocitaria ou do tampéao fosfato (branco). Em seguida,
essa mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Apés esse periodo,
foram adicionados 80 pL de riboflavina a solucdo, e os tubos foram submetidos a
banho de luz durante 10 minutos. Finalmente, 1 mL de reagente de Griess foi
adicionado ao sistema, sendo seguido pela leitura de absorbancia em leitor de
microplacas EZ Read 400 (Biochrom), considerando o comprimento de onda de 543
nm.

O célculo da atividade da enzima superoxido dismutase foi feito conforme a

formula:
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SOD ( U )_ Absorbancia do branco
mL/ Absorbancia do teste - 1

x Diluicao

A atividade da enzima superoxido dismutase foi corrigida utilizando as

concentracdes de hemoglobina encontradas nos eritrécitos, segundo célculo abaixo:

U ) ~ SOD (U/mL)

gHb/)

soD [Fib](g/mL)

4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do Excel® e exportados para o
programa GraphPrad Prism® (vers&o 6.01) para andlise estatistica dos resultados.
Realizou-se estatistica descritiva, comparacdo entre médias e analise de correlacado
das variaveis observadas nos grupos estudados.

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

Para o estudo de correlag@es, o coeficiente de correlacéo linear de Pearson
foi utilizado para os dados com distribuicdo normal, e o coeficiente de correlacao de
Spearman para aqueles com distribuicdo ndo paramétrica. A diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05, adotando-se

um intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das Participantes da Pesquisa

O estudo foi realizado com um grupo de 30 mulheres com cancer de mama
e 30 mulheres sem a doenca, que constituiram o grupo controle. A média de idade
das mulheres com cancer de mama e do grupo controle foi de 50,9 +9,78 e 46,43 +
9,36 anos, respectivamente. O grupo caso apresentou valores meédios de peso
corporal de 62,41 + 10,89 kg e estatura de 1,57 + 0,07 m. Os valores médios de
peso corporal e estatura do grupo controle foram de 59,79 + 8,46 kg e 1,58 £ 0,06 m,
respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica significativa nesses parametros

entre os grupos avaliados (p>0,05).

5.2 Consumo Alimentar

Os valores médios e desvios padrdo para energia e macronutrientes
encontrados nas dietas consumidas pelas mulheres com cancer de mama e grupo
controle estdo apresentados na tabela 1. Essas variaveis também ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1 — Valores médios e desvios padrdo da ingestdo ajustada de energia e
macronutrientes das mulheres com céncer de mama e grupo controle. Teresina-PlI,
Brasil, 2017.

_ _ Grupo caso (n=25) Grupo controle (n=28)
Energia/Nutrientes _ _
Média + DP Média £ DP
Energia (kcal) 1473,94 + 415,76 1583,28 + 337,12 0,2958
Carboidrato (%) 49,91 + 9,29 50,92 + 6,15 0,3910
Proteina (%) 26,62 + 6,73 23,94 + 3,65 0,7540
Lipidio (%) 23,78 + 5,23 25,46 + 4,48 0,0741

Teste t de Student (p<0,05). Valores de referéncia: 10 a 35% de proteina, 20 a 35% de lipidio e 45 a
65% de carboidratos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).

A tabela 2 apresenta a ingestdo de magnésio ajustada das mulheres com

cancer de mama e do grupo controle. Verificou-se que n&o houve diferenca
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estatistica significativa entre os grupos em relagéo ao consumo do mineral (p>0,05)
e que ambos apresentaram ingestédo reduzida de magnésio.

Tabela 2 — Valor médio e desvio padrao da ingestdo de magnésio das mulheres com

cancer de mama e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2017.

_ Grupo caso (n=25) Grupo controle (n=28)
Nutriente . .
Média + DP Média + DP
Magnésio ajustado
220,2 £ 79,9 188,9 + 34,3 0,0648

(mg)

Teste t de Student (p<0,05). Valores de referéncia de ingestdo do magnésio para o sexo feminino:
EAR = 255 mg Mg/dia (faixa etaria entre 20 e 30 anos) e 265 mg Mg/dia (faixa etaria entre 31 e 70
anos) (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997).

A figura 3 apresenta a prevaléncia de inadequacao da ingestdo habitual de
magnésio das mulheres com céancer de mama e do grupo controle segundo o
método do ponto de corte pela necessidade média estimada. O grupo controle

apresentou maior percentual de inadequacéo em relacédo ao grupo caso.

Figura 3 — Prevaléncia de inadequacdo da ingestdo habitual de magnésio das
mulheres com cancer de mama e do grupo controle segundo o método do ponto de
corte pela EAR. Teresina-Pl, Brasil, 2017.

100% - Seae
Caso (n=23)
80% B Controle (n=26)
69,15%
60%
40% -
20% -
0% T
Caso Controle

Valores de referéncia de ingestdo do magnésio para o sexo feminino: EAR = 265 mg Mg/dia (faixa
etaria entre 31 e 70 anos) (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997).
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5.3 Parametros Bioquimicos de Avaliacdo do Magnésio

Na tabela 3 encontram-se as concentracfes plasmaticas, ionizadas,
eritrocitarias e urinarias de magnésio das mulheres com cancer de mama e grupo
controle. Esses resultados mostram diferenca estatistica significativa entre os grupos
em relacdo aos parametros avaliados (p<0,0001).

Tabela 3 — Valores médios e desvios padrdao das concentracfes plasmaticas,
ionizadas, eritrocitarias e urinarias de magnésio das mulheres com cancer de mama

e grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2017.

Grupo caso Grupo controle
Parametros (n=30) (n=30) p
Média + DP Média + DP
Magnésio plasméatico (mmol/L) 0,52 + 0,05*** 0,88 + 0,10 p<0,0001
Magnésio ionizado (mmol/L) 0,44 + 0,05*** 0,68 £ 0,05 p<0,0001
Magnésio eritrocitario (mmol/L) 1,38 £ 0,14*** 2,07+£0,14 p<0,0001
Magnésio urinario® (mmol/24h) 6,64 + 2,66*** 3,36 +1,77 p<0,0001

®Magnésio urinario: grupo caso (n=24) e controle (n=27).****Valores significativamente diferentes
entre as mulheres do grupo caso e grupo controle, teste t de Student ou Mann-Whitney (p<0,0001).
Valores de referéncia: magnésio plasmatico = 0,75 a 1,05 mmol/L (TOPF; MURRAY, 2003), magnésio
plasmatico ionizado = 0,55 a 0,75 mmol/L (JAHNEN-DECHENT, 2012), magnésio eritrocitario = 1,65
a 2,65 mmol/L (TIETZ, 1995) e magnésio urinario = 3,00 a 5,00 mmol/24h (TIETZ, 1995).

5.4 Atividade da Enzima Superoxido Dismutase Eritrocitaria

O resultado da andlise da atividade da enzima superéxido dismutase
eritrocitaria nas mulheres com cancer de mama e grupo controle esta apresentado
na figura 4. Verificou-se que nao houve diferenca estatistica significativa na atividade

dessa enzima entre 0s grupos caso e controle (p>0,05).
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Figura 4 — Atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria nas mulheres com

cancer de mama e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2017.
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5.5 Concentracdes Plasmaticas das Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbiturico

Os valores das concentracbes plasméaticas das substéncias reativas ao
acido tiobarbiturico, marcador da peroxidacao lipidica, nas mulheres com cancer de
mama e grupo controle estdo apresentados na figura 5. Péde-se identificar que nao

houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p>0,05).

Figura 5 — Concentragbes plasmaticas das substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico das mulheres com cancer de mama e grupo controle. Teresina-Pl,
Brasil, 2017.
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5.6 Estudo de Correlacdo entre a Atividade da Enzima Superéxido Dismutase
Eritrocitéaria e as Concentracdes Plasmaticas das Substancias Reativas ao

Acido Tiobarbiturico

A tabela 4 apresenta os resultados da andlise de correlacdo entre a
atividade da enzima superdxido dismutase eritrocitaria e as concentracoes
plasmaticas das substancias reativas ao acido tiobarbitirico nas mulheres com
cancer de mama e grupo controle. Verificou-se que ndo houve correlacdo

significativa entre esses parametros nos grupos avaliados (p>0,05).

Tabela 4 — Andlise de correlacdo linear simples entre a atividade da enzima
superéxido dismutase eritrocitaria e as concentracdes plasmaticas das substancias
reativas ao &cido tiobarbittrico nas mulheres com céancer de mama e grupo controle.
Teresina-PI, Brasil, 2017.

Atividade da SOD (U/gHb)

Parametro Grupo caso (n=23) Grupo controle (n=30)
r p r p
TBARS (nmol/mL) -0,2846 0,1881 0,2533 0,1768

Correlagdo Linear de Pearson ou Spearman (p<0,05). SOD = Superdxido dismutase, TBARS =
Substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico.

5.7 Estudo de Correlacdo entre Parametros do Magnésio e a Atividade da

Enzima Superdxido Dismutase Eritrocitaria

A tabela 5 apresenta os resultados da analise de correlacdo entre os
parametros do magnésio e a atividade da enzima superéxido dismutase eritrocitaria
nas mulheres com cancer de mama e grupo controle. Houve correlagao significativa
negativa entre a atividade da enzima e o magnésio eritrocitario no grupo controle
(p<0,05).
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Tabela 5 — Andlise de correlagdo linear simples entre os parametros do magnésio e
a atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria nas mulheres com cancer

de mama e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2017.

Atividade da SOD (U/gHb)

Parametros Grupo caso (n=30) Grupo controle (n=30)

r Y r p
Mg dietético® (mg/dia) -0,1036 0,6221 0,0586 0,7672
Mg plasmatico (mmol/L) 0,0264 0,8900 0,1135 0,5505
Mg ionizado (mmol/L) 0,2018 0,2850 0,1779 0,3468
Mg eritrocitario (mmol/L) 0,1062 0,5764 -0,4586* 0,0108
Mg urinario® (mmol/24h) 0,1008 0,6317 0,1859 0,3533

®Magnésio dietético: grupo caso (n=25) e controle (n=28). "Magnésio urinario: grupo caso (n=25) e
controle (n=27). *Valores significativamente diferentes entre as mulheres do grupo caso e grupo
controle, correlagdo Linear de Pearson ou Spearman (p<0,05). SOD = Superdxido dismutase, Mg =
magnésio.

5.8 Estudo de Correlacdo entre Parametros do Magnésio e as Concentracdes

Plasmaticas das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico

A tabela 6 apresenta os resultados da analise de correlacdo entre os
parametros do magnésio e as concentracdes plasméaticas das substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico nas mulheres com céancer de mama e grupo controle.
Verificou-se que houve correlacdo negativa significativa entre 0 magnésio urinario e
as concentracbes plasmaticas das substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico no
grupo caso (p<0,05).
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Tabela 6 — Andlise de correlagéo linear simples entre parametros do magnésio e as
concentracbes plasméticas das substancias reativas ao &cido tiobarbitarico nas

mulheres com cancer de mama e grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2017.

TBARS (nmol/mL)

Parametros Grupo caso (n=23) Grupo controle (n=30)

r p r p
Mg dietético® (mg/dia) -0,0602 0,8011 -0,1738 0,3764
Mg plasmético (mmol/L) -0,3772 0,0524 -0,1549 0,4136
Mg ionizado (mmol/L) -0,3511 0,0725 -0,0241 0,8993
Mg eritrocitario (mmol/L) 0,0056 0,9776 -0,1168 0,5389
Mg urinario® (mmol/24h) -0,5333* 0,0187 0,1488 0,4587

®Magnésio dietético: grupo caso (n=20) e controle (n=28). "Magnésio urinario: grupo caso (n=19) e
controle (n=27). *Valores significativamente diferentes entre as mulheres do grupo caso e grupo
controle, correlacdo Linear de Pearson ou Spearman (p<0,05). TBARS = Substancias reativas ao
acido tiobarbiturico, Mg = magnésio.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados parametros do magnésio, atividade da enzima
superéxido dismutase eritrocitaria e as concentracdes plasmaticas das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico em mulheres com cancer de mama, bem como foi
investigada a existéncia de correlacéo entre essas varidveis nos grupos estudados.

No que diz respeito ao consumo alimentar, observou-se que a ingestao de
energia e macronutrientes ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os
grupos caso e controle. Os resultados encontrados mostram consumo habitual dos
macronutrientes dentro da faixa recomendada pelas DRIs (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2005), em ambos os grupos. Assim, percebe-se que a presenca do
cancer de mama néo parece influenciar o habito alimentar das pacientes.

Sobre a ingestdo média de magnésio, verificou-se valores abaixo da
recomendacdo para o nutriente, sem diferenca estatistica significativa entre os
grupos. Associado a isso, a prevaléncia de inadequacédo do consumo do mineral foi
de quase 70,0% para o grupo caso. O estudo também revela inadequacdo na
ingestao desse nutriente no grupo controle (99,2%). Ressalta-se que nas pesquisas
realizadas por Araujo et al. (2013) e Surwillo; Wawrzyniak (2013) também foram
encontrados dados semelhantes.

Uma possivel justificativa para tal resultado, diz respeito a provavel ingestao
deficiente de alimentos fontes de magnésio, a exemplo de vegetais folhosos verdes,
cereais integrais e oleaginosas, 0 que certamente limita o alcance da recomendacao
estabelecida para o nutriente. Além disso, o consumo elevado de alimentos
refinados pelas participantes do estudo, por possuir teor reduzido de magnésio em
sua composicao, influencia na ingestdo de micronutrientes, em particular do
magnésio (BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015; SEVERO et al., 2015).

Considerando a acdo importante do magnésio na defesa do sistema
antioxidante, com seu papel na prote¢cdo contra o céncer, é oportuno chamar
atencao para o fato de que a sua ingestao deficiente € um aspecto negativo da dieta,
pois pode contribuir para a manifestacao do tumor por meio de diversos mecanismos
(BLASZCZYK; DUDA-CHODAK, 2013; FENG et al., 2012).

Nessa tematica, destaca-se o estudo conduzido por Tao et al. (2015), que
mostrou efeito protetor da ingestdo do magnésio sobre a mortalidade em mulheres

com cancer de mama, embora a pesquisa de Bradshaw et al. (2013) nédo tenha
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evidenciado associagao entre o consumo alimentar do mineral e o risco da doencga.

Com relacdo aos resultados da analise de magnésio no plasma, as mulheres
com cancer de mama apresentaram concentracfes reduzidas, com diferenca
estatistica significativa entre os grupos. Nesse estudo, também pdde-se verificar que
as mulheres com cancer apresentavam concentracdes plasmaticas de magnésio
inferiores aos valores de referéncia adotados por Topf; Murray (2003). Sobre esse
aspecto, a baixa ingestdo de magnésio observada nesse estudo, em particular pelo
grupo caso, pode ser considerada um fator contribuinte para a sua reducdo no
plasma.

Nessa discussao, € oportuno ressaltar que as concentracfes plasmaticas
reduzidas do magnésio nas mulheres com cancer de mama podem ser explicadas
pelas possiveis implicacbes promovidas pela carcinogénese no metabolismo do
mineral. Um dos mecanismos propostos na literatura para justificar tal fato, trata da
superexpressdo do transportador de magnésio TRPM7 na célula cancerigena
mamaria, a fim de que o nutriente possa fornecer substrato energético para o
crescimento do tumor. Assim, como consequéncia, ocorre reducdo das
concentracdes de magnésio no plasma (BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015).

Ressalta-se dados semelhantes obtidos dos estudos conduzidos por Feng et
al. (2012) e Karki et al. (2015a), os quais mostram concentra¢gfes séricas reduzidas
de magnésio em mulheres com cancer de mama. Na opinido desses pesquisadores,
os valores baixos do mineral no soro podem ser atribuidos a ingestédo reduzida do
magnésio, o que influencia as suas concentracbes séricas, promovendo
instabilidade genética e contribuindo para a progressao da carcinogénese.

No que diz respeito a fracao ionizada do magnésio, que corresponde a forma
biolégica mais ativa do mineral, o estudo mostrou concentracdes reduzidas desse
parametro nas mulheres com cancer de mama, com diferenca estatistica significativa
entre os grupos. Além disso, também pbOde-se verificar que essas mulheres
apresentavam concentracdes de magnésio ionizado inferiores aos valores de
referéncia adotados por Jahnen-Dechent (2012). Esse resultado mostra que houve
compatibilidade entre os dados obtidos nesse componente sanguineo e aqueles
encontrados no plasma.

Com relagdo ao magnésio eritrocitario, suas concentracdes estavam
reduzidas nas mulheres com cancer de mama, com diferenga estatistica significativa

entre os grupos. Verificou-se também que as mulheres com céancer apresentavam
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concentracdes eritrocitarias do nutriente inferiores aos valores de referéncia (TIETZ,
1995). Uma possivel explicagdo para tal resultado é que nos eritrocitos também
ocorre mobilizacdo do mineral desse componente sanguineo para a célula tumoral,
semelhante ao comportamento do magnésio plasmatico. Outro aspecto importante
nesse contexto, é o fato de que o magnésio eritrocitario constitui um marcador de
médio a longo prazo do mineral no organismo. Assim, a reducéo nos seus valores
demonstra a existéncia de uma deplecéo cronica do nutriente.

No que diz respeito as concentracdes urinarias de magnésio, verificou-se
que as mulheres do grupo controle estavam dentro dos valores de referéncia
adotados por TIETZ (1995). No entanto, as mulheres com cancer de mama
apresentaram excrecdo superior ao padrdo de normalidade, com diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

Nessa tematica, ressalta-se o importante papel dos rins sobre a regulacéo
das concentragdes de magnésio no organismo. E importante destacar que, em
situacdes de baixa ingestdo do nutriente, ocorre reducdo na excre¢cdo do magneésio
como um mecanismo de regulacdo compensatorio para manter suas concentracoes
plasméticas. No entanto, em organismos com cancer de mama, esse controle
homeostatico ndo atua de forma adequada, pois na presenca da doenca ha
comprometimento da reabsorgéo renal, como se pode verificar nos elevados valores
dessa variavel encontrados nesse estudo.

Sobre a atividade da enzima superoéxido dismutase eritrocitaria, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos, estando as mulheres com cancer
de mama com atividade adequada da enzima. Esses resultados podem ser
decorrentes do estimulo que a producéo cronica de espécies reativas de oxigénio
presentes no cancer de mama provoca sobre o mecanismo de regulacao
compensatorio enziméatico (ARAUJO, et al. 2015; GUPTA et al., 2012). Dessa forma,
0 aumento das concentracfes das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
encontrado nesse estudo parece induzir resposta antioxidante no organismo, o0 que
pode justificar os valores adequados da atividade antioxidante da enzima superdoxido
dismutase encontrados nesse estudo.

Outra hipdtese que pode fundamentar tal resultado diz respeito a
inespecificidade do marcador de estresse oxidativo avaliado nesse estudo, verificada
pelo aumento das concentragBes das substancias reativas ao acido tiobarbiturico,

isto é, pode ndo haver relacdo direta entre esse marcador e a atividade da enzima
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superoxido dismutase nas mulheres com cancer de mama avaliadas.

Sobre os resultados da analise das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico, p6de-se verificar valores elevados em ambos 0s grupos, sem
diferenca estatistica significativa. Esses dados estdo de acordo com Araujo et al.
(2015), que também ndo encontraram diferenca estatistica significativa entre a
populacdo com e sem cancer de mama.

Destaca-se que o fato das mulheres com cancer de mama apresentarem
concentracdes elevadas das substancias reativas ao acido tiobarbitarico, bem como
atividade reduzida da enzima superoxido dismutase, provavelmente possa
influenciar o processo da carcinogénese, pois as espécies reativas de oxigénio se
ligam a fatores de crescimento, participando da sinalizacdo de sobrevivéncia celular,
bem como das fases de iniciacdo, promocdo e progressdo do tumor da mama
(ESREFOGLU, 2012; KARKI et al., 2014). No entanto, os resultados da andlise de
correlagdo entre a atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria e as
concentracfes plasmaticas das substancias reativas ao acido tiobarbitarico néo
mostraram diferenca estatistica significativa entre os grupos.

Considerando a importante atuacdo do magnésio na protecdo contra o
estresse oxidativo, suas concentracdes plasmaticas reduzidas, conforme os dados
desse estudo, podem comprometer a expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes, favorecer a manifestacdo do estresse oxidativo, e,
consequentemente, o desenvolvimento do tumor mamario (BAAIJ; HOENDEROP;
BINDELS, 2015; DEEPTI; NALINI, 2014).

Dessa forma, foi realizada uma analise de correlagdo entre parametros do
magneésio e a atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria. Os resultados
revelaram correlacdo negativa significativa entre magnésio eritrocitario e atividade
da enzima apenas no grupo controle. Ressalta-se que esse estudo mostrou
concentracdes adequadas do mineral no eritrécito, bem como atividade antioxidante
adequada da enzima nas mulheres do grupo controle. Uma hipétese que pode
justificar essa correlacdo diz respeito a possivel utilizacdo do magnésio presente nos
eritrocitos para a regeneracao da glutationa extracelular, que explica a manutencéo
da atividade da enzima superoxido dismutase (STARK et al., 2003).

No entanto, o0 magnésio ndo parece exercer efeito direto sobre a atividade
da enzima superoxido dismutase nas mulheres com cancer de mama, pois esse

mineral parece atuar principalmente sobre a expressao da enzima na presenca da
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doencga, o que pode justificar a auséncia de correlacdo entre esses parametros,
embora esse mecanismo nao esteja bem esclarecido na literatura.

O resultado encontrado esta de acordo com o que foi mostrado na pesquisa
conduzida por Karki et al. (2015b), na qual ndo houve correlacdo entre a atividade
da enzima superéxido dismutase e as concentragdes séricas de magnésio, quando
estas estavam reduzidas em mulheres com cancer de mama.

Os dados referentes a analise de correlacdo entre os parametros do
magneésio e as concentracfes plasmaticas das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico também n&o mostraram diferenca estatistica significativa entre os
grupos. Nessa tematica, destaca-se que a inespecificidade do marcador avaliado
neste estudo, bem como a provavel participacdo de outros nutrientes antioxidantes
com acgao importante no controle da peroxidacao lipidica, como a vitamina C, a-
tocoferol, selénio, coenzima Q10 e B-caroteno, podem ter contribuido para a
auséncia de correlagéo (NIKI, 2014; SPICKETT et al., 2010).

Portanto, a partir dos resultados desse estudo, verifica-se concentracdes
reduzidas de magnésio na dieta, no plasma, na fracdo ionizada do plasma e nos
eritrécitos, o0 que demostra alteragcdo dos pardmetros do magnésio nas mulheres
com cancer de mama. Ressalta-se que esse mineral provavelmente foi mobilizado
para o tumor mamario, o que resultou na deplecdo dos parametros avaliados. Além
disso, o estudo mostrou atividade adequada da enzima superéxido dismutase
eritrocitaria nas mulheres com cancer de mama, o que pode ter sido resultado de
mecanismo de regulacdo compensatorio do sistema de defesa antioxidante.

Destaca-se algumas limitacdes do estudo, a exemplo do nimero amostral
reduzido, auséncia de outros marcadores que avaliassem 0 estresse oxidativo e as
concentracfes de magnésio no tumor, e ainda a expressao de seu transportador, o
gue poderia ajudar a esclarecer a homeostase do mineral no cancer de mama.

Nessa perspectiva, diante da complexidade dos mecanismos envolvidos na
acdo do magnésio sobre o estresse oxidativo em mulheres com cancer de mama,
torna-se evidente a necessidade da realizacdo de novos estudos acerca desse
tema, o0 que possivelmente contribuira para um melhor entendimento do
comportamento metabolico desse nutriente na patogénese do cancer de mama, bem
como para propor intervengdes que possam minimizar o estresse oxidativo presente

nessa populacao.
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7 CONCLUSAO

o] As mulheres com cancer de mama possuem teor dietético de magnésio
inferior as recomendacfes, bem como concentracdes plasmaticas, ionizadas e
eritrocitarias do mineral reduzidas. Associado a isso, 0 estudo revela valores de
magnésio urinario superiores ao padrédo de normalidade.

o A atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria esta
adequada nas mulheres com cancer de mama e as concentracdes das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico estdo elevadas nessas pacientes.

o] O estudo nao demonstra relacdo entre os parametros do magnésio e o
marcador do estresse oxidativo, distirbio metabdlico importante na patogénese do

cancer de mama.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA — MEC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bloco 06 — Bairro Ininga

CEP: 64049-550 — Teresina-PI — Brasil — Fone (86) 3215-5863 — Fone/Fax (86)3215-5560
Fone (86) 3237-2062

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Status do Magnésio e sua Relagdo com Marcadores do Estresse

Oxidativo em Mulheres com Neoplasia Mamaria.

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

Pesquisadores participantes: Dra. Dilina do Nascimento Marreiro, Daila Leite
Chaves Bezerra, Priscyla Maria Vieira Mendes.

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99801-0924/ (86) 99942-2702/
(86) 98842-5771

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma pesquisa.
Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a
decisdo. Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo
estudo sobre qualquer davida que tiver. Este estudo serd conduzido pelas
Mestrandas Daila Leite Chaves Bezerra e Priscyla Maria Vieira Mendes, sob
orientagcdo da Profa. Dra. Dilina do Nascimento Marreiro. Apés ser esclarecida sobre
as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este
documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, vocé ndo serd penalizada. Em caso de duavida,
vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Piaui pelo telefone (086) 3237-2332.
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DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar o “Status do magnésio e sua relagdo com
marcadores do estresse oxidativo em mulheres com neoplasia mamaria”. Para tanto, a
voluntéria sera submetida a coleta de sangue venoso para andlise do magnésio, dos
marcadores do estresse oxidativo e de enzimas antioxidantes, a coleta de urina para
determinacdo de magnésio urinario e, além disso, sera determinado o consumo alimentar
por meio de registros alimentares. Nao serd realizada entrevista gravada ou filmada.

Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrera prejuizo; no entanto, podera sentir
leve desconforto em vista da coleta do material biolégico, requerido para realizacdo desta
pesquisa. Alguns procedimentos deverao realizar-se junto a Universidade Federal do Piaui,
cabendo a voluntaria e/ou responsavel comparecer a mesma quando for solicitada, em dia e
hora a serem estabelecidos de acordo com a disponibilidade de ambas as partes
(pesquisador e voluntaria).

O inicio do tratamento ndo sera prejudicado por conta da pesquisa. As participantes do
estudo terdo como beneficios os resultados dos exames bioquimicos das amostras de
sangue e de urina, que serao fornecidos apos a realizacdo dos mesmos. Além disso, ao final
da coleta serd oferecido um café da manhd e orientacdo nutricional pela pesquisadora
responsavel, ndo havendo qualquer tipo de énus pela participagédo no projeto.

Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Se vocé tiver alguma consideragéo 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 Petrénio Portela,
Bairro Ininga, 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 solicitacdo, somente o pesquisador, a
equipe do estudo, Comité de FEtica independente e inspetores de agéncias
regulamentadoras do governo (quando necessario) terdo acesso a suas informagdes para
verificar as informagbes do estudo. O projeto terd duragdo de dois anos, com término

previsto para o segundo semestre de 2016.

Nomes e assinaturas dos pesquisadores

Daila Leite Chaves Bezerra Dilina do Nascimento Marreiro
Priscyla Maria Vieira Mendes
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ;
RG , CPF , abaixo assinado,

concordo em participar do estudo “Status do magnésio e sua relacdo com
marcadores do estresse oxidativo em mulheres com neoplasia mamaria®, como
sujeito. Tive pleno conhecimento das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo. Discuti com as mestrandas Daila Leite Chaves Bezerra
e Priscyla Maria Vieira Mendes sobre a minha decisdo em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais serdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao € isenta
de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo. A

retirada do consentimento ao estudo ndo acarretara penalidades ou prejuizos.

Teresina [

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;

Observacgoes

complementares
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APENDICE B - FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA - MEC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E SAUDE E
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

PROJETO: STATUS DO MAGNESIO E SUA RELACAO COM MARCADORES DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM MULHERES COM NEOPLASIA MAMARIA

SUBPROJETO 1: Estado Nutricional Relativo ao Magnésio em Mulheres com Cancer de
Mama

SUBPROJETO 2: Hipomagnesemia e sua Relacdo com Marcadores do Estresse Oxidativo
em Mulheres com Cancer de Mama

PROTOCOLO DA PESQUISA

INICIAIS:
Local da Coleta: Data da Coleta:
N° do Formulario: N° do Prontuério:
IDENTIFICACAO

Iniciais:

Endereco:

Bairro:

Cidade: | Estado:

Ponto de referéncia:

Telefones:

Data de nascimento: / / Idade: anos

Qual seu estado civil?

() casada () vitva

( ) desquitada ou separada judicialmente ( ) divorciada

( ) solteira
Ou conjugal?
( ) vive em unido ( ) nao vive, mas ja viveu
() nunca viveu em unido

Qual a sua escolaridade?

( ) analfabeto ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo
( ) médio incompleto ( ) médio completo ( ) superior incompleto

() superior completo () pés-graduacio

Ocupacéo:

Renda familiar: | N° de pessoas na familia:

HABITOS DE VIDA

Vocé fuma? ( ) sim ( ) ndo ( ) parou
Ha quanto tempo parou?
Em sua casa, alguém fuma? ( ) sim ( ) ndo

Vocé consome alguma bebida alcoolica? ( ) sim ( ) ndo

Qual? () cerveja ( ) cachaca ( ) vinho

Quantos diashasemana? ( )1()2()3()4()5()6()7()raro/socialmente
Qual a quantidade?

Vocé pratica alguma atividade fisica/exercicios? ( ) sim ( ) ndo ( ) parou
Qual?
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Quantas vezes por semana?

Quantas horas por dia?

Héa quanto tempo vocé comecou a praticar?

Por que vocé parou a atividade?

Ha quanto tempo parou?

Nivel de atividade fisica: ( ) sedentario ( ) leve ( ) moderado ( ) intenso

HISTORIA CLINICO-FAMILIAR

Quando descobriu a doenca?

Entre seus pais e irmaos, alguém tem cancer de mama?
() sim ( ) ndo

Vocé estd na menopausa? ( ) sim () ndo
Ha quanto tempo?

Faz terapia de reposicdo hormonal? ( ) sim ( ) ndo
Se SIM, qual?

Vocé faz uso de algum suplemento vitaminico-mineral? ( ) sim ( ) ndo
Se SIM, qual?

H4& quanto tempo vocé usa?

Vocé tem alguma doenga?
( ) Doenca cardiovascular ( ) Diabetes Mellitos ( ) Hepatopatia ( ) Nefropatia
( ) Doenca Inflamatoria Intestinal ( ) Outra

Vocé faz uso de medicamentos? ( ) sim ( ) ndo

() furosemida ( )tiazida ( ) ciclosporina A ( ) tacrolimus ( ) cetuximab
( ) omeprazol e afins () carboxiplatina ( ) cisplatina

Quais?

Diagnostico histopatolégico da doenga:
Tipo histolégico?

Grau histolégico?

TNM?
PARAMETROS ANTROPOMETRICOS
Peso Usual: kg | Tempo:
Peso Atual (kg)
Altura (m)
indice de massa corporal: kg/m2

Estado nutricional segundo indice de massa corporal:

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Magnésio plasmatico

Magnésio eritrocitario

Magnésio urinario

Volume Urinério (mL):

Glutationa peroxidase

Superoxido dismutase

TBARS

Observacdes:
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR

Registro diario de sua alimentacéo

"
2
)

N° Formulario:

2
L X4

L X4

NG6s vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro alimentar tudo
que vocé comer_e beber durante todo o dia e a noite. Vocé 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 ap6s o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

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

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

Colher — de cha, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
Xicara — de ché& ou de café

Copo — grande ou de requeijao (americano)

Prato de sobremesa

Consumo mensal de 0Oleo e sal da familia:

moow2

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




N° Formulario:

REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°
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1°DIA

Data [ ]

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

REFEICOES
(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES
(Medidas caseiras)
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APENDICE D - INSTRUCOES AS PARTICIPANTES QUANTO A OBTENCAO
DE URINA DE 24 HORAS

COLETA DE URINA

A obtencao da urina seré realizada em frasco plastico de 5 litros, previamente
desmineralizado, sem conservante e deve ser mantida REFRIGERADA até o
horario da entrega. Sera fornecido um funil plastico, desmineralizado, que né&o
devera ser lavado, sendo guardado em saco plastico limpo e protegido de
contaminagao por poeira.

A urina deverd ser obtida da seguinte forma: pela manhd, ao acordar o
paciente ira desprezar a primeira urina, ou seja, ndo devera guarda-la no frasco; a
partir da segunda urina todas deverao ser guardadas no frasco com a ajuda do funil

até a primeira urina do dia seguinte.

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

UNIVERSIDADE FEDERAL DO e~ “ﬁm
PlAUI - UFPI %

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

Dad DO PROJETO DE PESAUISA

Thulo da Pesguisa: STATUS DO MAGNESIO E SUA RELACAD COM MARCADORES DO ESTRESSE
CHIDATIVO EM MULHERES COM HECQPLASLA MAMARLA

Pesquisador: Cilina do Masgmento Mamsin

Lrea Tematca:

ersbo, 4

CAAE: S6458515.0.0000.5214

Insthulg®e Proponsnis: Universidads Federal do Plawd - U
Pafrocinador Principal: Fnandamento Proprio

DADOE DO PARECER

Humero do Parecar: 1.322 938

Apresantagio do Projsto:

Trata-se de projeto de pesquisa INfulado STATUS DO MAGHESIO £ SUA RELACAD COM
MARCADORES DD ESTRESSE CXIDATIVG EM MULHERES COM MEDPLASLS MAMARLY, que tem como
PESqUISAI0T IESDONsavel THINa 00 NasCImento Marmeiro,

A pesguisadora Informa gue "0 estuto 583 do tipo caso-conirole com mulheres diagnosticadas com
negplasla mamana, na falxa etara entre 20 a3 59 ancs de dade. As

participantes serdo distribuldas em dols grupos: confrole (mulheres ndo dagnosticadas com neoplasla
Manara) = 34 & c3s0 (MUnenss com Neoplasia mamana) = 34. Serdo realzadas avallagdo anbropomeatrica,
analise de consumg almentar, das concentracies plasmaticas, edirocitadas e urinarias de magneslo, das
conceniraches plasmaticas de makdalseldo e penixido de hidrogenia, bem como 3 detemminagdo das
erEimas

gitaTona permidase & supertudo dsmutase ”

Como hipttese de pesquisa Tl Informado queHipoiese:

A aieracio da nomenstase do Magnésio & 3 presen;a de esTesse ouldativo &m pacientes com neopiasia
mamara pode Imieenclar no desemsohviimento do tumor.”

Como "Criténio de Inclusdo:

Eadirecn: Campus Unkbaedbio Minklio Pelions Pofela - Fro-Relods de Pk

Barsa:  Ainga CEF:. g4 o-sss
uF: Fi Bunesigla: TERESIME
Tabsfom: (@& E7T-FEL0 Fas: (BEI3EIT-a E-mall: e @ e i

~HgiTA LT o
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PIAUI - UFPI W

5 Cten0s 2 INCILS30 para particIpaca0 oo Qrupd caso serdo on seguinies: falka etana ente 20 3 59 anos
de dade, dagnistico de neppiasa Mamana compriviado histicgizamsants; ndo fumantes; ndd apresemtar
diabetes malitus, InsUncanca renal cninica, doencas hepaticas, 0oengcas candovasculares, oencas
Inflamatdras Infestinals; ndo Ingenr dcool de forma crdnles; nao laciantes; ndo apresentar neoplasia
mamarta com histonco de Fatamento previo da doenga; ndo estar em tatamento quimiclerapico bem coma
nida fazer uso de medicamentos efou suplementios nuiricionals que possam Interferis no estado utricional
relative 3o magnesio.”

A amostra & de 70 participantes.

Contiramclia do Perscar: 100 283

Objetivo da Pesquisa;

~Cibjetiva Primario:

Anallar o status de magrsslo @ sUa riaEEn com marcagares oo esiresse oxldatvo em mulnsras com
neaplasla mamana.

Cibjetivo Secundano:

i Determinar 35 concentragies de magnéslo plasmaticn, effrociiano & unindno nas partidpantss do estudo e
COTRArar Coim O QUupo coimtne; o

Esfimar o eor de magréslo @ sua adequagdo nas detas corsumidas;o Determinar as conceniraghes
plasmaticas de malondialdeldo & pertuddo de

hidre:g&nio, bem como & atvidags das enzimas antoddanies guiationa peroddase & supsniod o
dizmautase;o Invesiigar a existéncla de relagio

entre blomarcadores do stalus do magnésio, o malondlaldeldo & o pendxido de hidmganio am mulheres com
necolasla mamanao Investigar 3

exlstencla de relagdo entre lomarcadores do states do magnésio & enzdmas anbioaldanies em mulheres
oM reoplasla marana”

Avwallajao dos Rlscos & Beneflclos:

“FRiBC0s:

Podara sentlr leve desconforto em vista da coleta do material bioldgico (sangue) requendo para reallzagio
desta pesquisa

Benicios:

As participantes do estudo terSio como beneficio 08 resuitados dos exames bloguimicos das amosiras de
sangue & de wina, que ser30 fomedidos apds 3 realzacao dos mesmos

Eatiwwen:  Carmpus Linksassbirio Minklin Petionis Poneila - Pro-Reiorie de Py

Barsa! hinga CEP A4 (s

UF: P Munksiga: TERESIMG

Tebslone:  (BErEy7-ag0 Fax: (B 572550 E-mall: e Sp e el s

Shgima 0 @
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Cormirumcia do Parscer 000 508

Comentarics 8 Conslderaghes sobrs a Pesquiza
Reallrada 3 andlise documental 3 partir &a qual fol procedida a wma apreciacio élica da pesquisa, restou
evifienciada a sua pantinéndia e valor centiico.

Conslderagies sobre 08 Termos de aprassnta;ao obrigatona:
Taodos 06 12MMos DoNgRONCS Toram apresentados.

Rescomendagdaa:

Inciulr no cipamento 3 previsdo do café da manhd Indicado o TCLE.

Conclusdes ou Pendédnclas & Usta de Inadequagies:
Projeto apiD 3 5er desermvalvicd.

Conslderapies Finals a criténo do CEP:

Esta paressr fod alaborado bessado nos decumsenics abalos relacienados:
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Qo ™

Tipo Documento Ao Postagem Aartor Siuagan
|IT|'EITI'E-FEEE- Eazcas F'E_lHFﬂﬂml;ﬁ:lES_ﬂﬁﬂlﬂﬂuﬂ_m_F' 0F 1121 s Anein
do Proletio ROJETD S206E5. pdf 102143
Chiros deiaracan pesquisadora. g 0F11/20S |Ohing do Masdmentn| Acelin
1E1E3s | Mamern

TCLE / Termos de | APENDICE_B_TCLE.doox 2112 ES | Dlina do Masdmentn| Acelin

Assantimento 07akss | Mamero

Justificaiha de

Alsendia

Cetalhado eto VETRA0 1407201 S Aneho

mﬂmﬂm %| 13% Pl 224702

Investigador

Falha de RoRD Folha de Rosio preenchida ok_pdf 24062115 Aneho
0317

CHATDSE APERDICE A 000 el A T ACED
010052

Chiros 0d3)pa 2E06201 S Aneho
011019

Chiros 12 |pg 2E06201 S Aneho
041003

Chiros: C¥11.|pg 250621 Acein
0130552

CHATDS CLETICUED proia LAlna. pdi TS ACElD
DoC3ic 11

Situacio do Pareces

Endwrw.  Carrous LUnbests o WMo slio Petionis Poeila - Py S-Relories de oo

Bairea!  ninga CEP @ ({0 EE

uF: Pl unecipda: TERESIMA

Tolslomne: (@2 E7.2aq0 Fas! (BEjSraT-raey E-mal: oo ofp @ el b

=W L o8 L
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PIAUI - UFPI W

Cortiramgia do Perecas .00 203

Agroivado
Meceesita Apraclspao da CONEP:
Mo

TERESINA, 13 de Movemibno de 2015

ASEINA00 Por
&dranna de Alencar Satubal Santos:
{Coordenador)

Eadiesn. Camous Unksanllrio Minklio Pelichis Pofela - Pro-Raliode de Pesdukss

Baren: Ringa CEF g4 (uo-s5)
UF: P Muncigln: TERESIMG
Takdome: (SEEET.rE Fad: (ESjECrar e E-mal: oap fpiufe e b

=R L R
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ANEXO B — CARTA DE APROVACAO DO HOSPITAL UNIVERSITARIO/UFPI

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUT

MINISTERIO DA EDUCAGAO
EMPRESA BRASILEIRA DE SERVIGOS HOSPITALARES
HOSPITAL UNIVERSITARIO / UFPI
CAMPUS UNIVERSITARIO PETRONIO PORTELLA S/N — BAIRRO ININGA
CEP: 64049-550 — TERESINA-PI

CARTA DE APROVACAO N° 53/15

Apods andlise do protocolo de pesquisa n. 53/15.intitulado “STATUS DO MAGNESIC &
SUA RELACAO COM MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM MULITERES
realizacdo da referida pesquisa, sendo realizada junto ao Setor de Saude da Mulher do Tospital

Universitario do Piaui.

Teresina, 04 de novembro de 2015

Presidente da CAPP- HUP



