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RESUMO

OLIVEIRA, A. R. S. Associacéao entre biomarcadores minerais (magnésio, selénio
e zinco) e o sistema de defesa antioxidante em mulheres obesas. 2019. Tese -
Programa de Pos-graduacéo em Alimentos e Nutricdo, Universidade Federal do Piaui,
Teresina-PI.

INTRODUCAO: A literatura tem relatado deficiéncia em magnésio, selénio e zinco em
individuos com obesidade, com prejuizo na realizacédo de suas funcdes fisioldgicas, o
que parece comprometer o sistema de defesa antioxidante endégeno em organismos
obesos. OBJETIVO: Avaliar a associacao entre biomarcadores minerais (magnésio,
selénio e zinco) e o sistema de defesa antioxidante em mulheres obesas. MATERIAIS
E METODOS: Estudo transversal envolvendo mulheres que foram distribuidas em
dois grupos: mulheres com indice de massa corpérea = 35 kg/m? (obesas) e mulheres
com indice de massa corporea entre 18,5 e 24,9 kg/m2 (eutréficas). Este estudo € um
recorte do projeto “Impacto de minerais em disturbios enddcrino-metabdlicos”. Foram
conduzidas determinacdes de parametros do controle glicémico e lipidios séricos. Os
indices Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance e Homeostasis Model
Assessment - foram calculados. As analises de cortisol sérico, leptina plasmatica,
concentragdes plasméaticas de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, atividade
das enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase nos eritrocitos
foram realizadas. A analise da ingestdo de energia, macronutrientes, magnésio,
selénio e zinco e a determinacdo das concentracdes plasmaticas, eritrocitarias e
urinérias destes minerais foram conduzidas. Os dados foram analisados por meio do
programa estatistico R. RESULTADOS: Foram incluidas 140 mulheres (63 obesas e
77 eutroficas), com idade média respectivamente de 34,30 + 8,29 e 35,22 + 7,95 anos.
Os valores médios do indice de massa corporal foram 41,50 £ 5,94 e 22,39 + 5,94 35
kg/m2 para mulheres com obesidade e eutrdficas, respectivamente (p< 0,05). As
mulheres com obesidade possuiam concentracBes plasméaticas e eritrocitarias de
magneésio, selénio e zinco reduzidas e valores de excrecao urinaria aumentados,
quando comparadas ao grupo de eutréficas (p<0,05). As participantes obesas
apresentaram concentracdes plasmaticas elevadas de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico e atividade reduzida da enzima superdxido dismutase nos eritrocitos
(p<0,05). O estudo revelou associacao positiva entre as concentracdes eritrocitarias
de zinco e selénio e a atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido
dismutase eritrocitarias nas mulheres obesas (p < 0,05). Além disso, a analise de
regressao identificou associacao positiva entre a insulina sérica e a enzima glutationa
peroxidase, sendo esta dependente do selénio dietético (p<0,05). CONCLUSAO: A
associacao identificada entre a deficiéncia em minerais (selénio e zinco) e os
marcadores antioxidantes sugere prejuizo da contribuicdo destes micronutrientes no
sistema de defesa antioxidante e na atenuacao de vias pré-oxidantes nas mulheres
com obesidade avaliadas, induzindo o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Obesidade. Antioxidantes. Estresse Oxidativo. Magnésio. Selénio.
Zinco.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. R. S. Association between mineral biomarkers (magnesium,
selenium and zinc) and antioxidant defense system in obese women. 2019.
Thesis - Postgraduate Program in Food and Nutrition, Federal University of Piaui,
Teresina-PI.

INTRODUCTION: The literature has reported magnesium, selenium and zinc
deficiency in obese individuals. This deficiency impairs physiological functions of these
minerals, which seems to impair the endogenous antioxidant defense system in obese
organisms. OBJECTIVE: To evaluate the association between mineral biomarkers
(magnesium, selenium and zinc) and the antioxidant defense system in obese women.
MATERIALS AND METHODS: Cross-sectional study involving women who were
divided into: women with body mass index = 35 kg/m? (obese) and women with body
mass index between 18.5 and 24.9 kg/m?2 (eutrophic). This study is part of the project
“Impact of minerals on endocrine-metabolic disorders”. Determinations of glycemic
control and serum lipid parameters were conducted. Homeostasis Model Assessment
Insulin Resistance and e Homeostasis Model Assessment - indices were calculated.
Serum cortisol, plasma leptin, plasma concentrations of thiobarbituric acid reactive
substances, activity of the superoxide dismutase, glutathione peroxidase, and catalase
erythrocyte enzymes were performed. Analysis of energy intake, macronutrients,
magnesium, selenium and zinc and the determination of plasma, erythrocyte and
urinary concentrations of these minerals were conducted. Data were analyzed using
the R statistical program. RESULTS: A total of 140 women (63 obeses and 77
euthrophic) were included, with an average age of 34.30 + 8.29 and 35.22 + 7.95 years,
respectively. The mean body mass index values were 41.50 + 5.94 and 22.39 + 5.94
35 kg/m? for obese and eutrophic women, respectively (p<0.05). Obese women had
reduced plasma and erythrocyte concentrations of magnesium, selenium and zinc and
increased urinary excretion when compared to the control group (p<0.05). Obese
participants had higher plasma concentrations of thiobarbituric acid reactive
substances and lower activity of the enzyme superoxide dismutase in erythrocytes (p
<0.05) than eutrophic women. The study revealed a positive association between
erythrocyte concentrations of zinc and selenium, and the activity of the enzymes
glutathione peroxidase and erythrocyte superoxide dismutase in obese women (p
<0.05). In addition, regression analysis identified a positive association between serum
insulin and glutathione peroxidase enzyme, which is dependent on dietary selenium (p
<0.05). CONCLUSION: The association between mineral deficiency (selenium and
zinc) and antioxidant markers suggests impairment of the contribution of these
micronutrients to the antioxidant defense system and attenuation of pro-oxidant
pathways in the obese women evaluated, inducing oxidative stress.

Keywords: Obesity. Antioxidants. Oxidative Stress. Magnesium. Selenium. Zinc.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca cronica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal devido ao balanco energético positivo prolongado. A patogénese
desta doenca é complexa e envolve fatores ambientais, socioculturais, fisiolégicos e
comportamentais, genéticos e epigenéticos, que contribuem para o0 seu
desenvolvimento e progressao (GADDE et al., 2018; HEYMSFIELD et al., 2017; WHO,
2018).

Dados sobre a prevaléncia de obesidade revelam que aproximadamente 1,9
bilhdes de adultos apresentam excesso de peso, sendo destes, 600 milhdes, com
obesidade, o que corresponde a 13% da populacdo mundial adulta (WHO, 2016). No
Brasil, o sistema Vigitel (Vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas
cronicas por inquérito telefénico) mostra que a proporcao de brasileiros com excesso
de peso variou nas capitais entre 47,2% e 60,7%, e a propor¢cao de obesos entre
15,7% e 23,0% (BRASIL, 2019).

Diversas pesquisas tém sido conduzidas na perspectiva de esclarecer as
alteracbes metabdlicas presentes em individuos com obesidade. Os estudos atuais
tém mostrado que o estresse oxidativo, por exemplo, estimula o surgimento de
inflamacéo crénica de baixo grau, e, consequentemente, doencas metabdlicas, como
hipertenséo arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2 e cancer (LONGO et al., 2019;
TANGVARASITTICHAI; PONGTHAISONG; TANGVARASITTICHAI, 2016; ZHANG et
al., 2015).

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio e a defesa antioxidante, sendo implicado em eventos
potencialmente danosos, como a peroxidagdo lipidica, dano oxidativo ao DNA e
desregulacéo de transducéo de sinal intracelular (CASTRO et al., 2014; WAROLIN et
al., 2014). No entanto, os mecanismos envolvidos na manifestacéo de tal desordem
na obesidade ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

Nesse sentido, estudos sobre o tema mostram o envolvimento da inflamacéao
cronica de baixo grau, de microRNAs e enzimas pro-oxidantes. De forma simultanea,
a reducao na atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante enddgeno e
alteracdes observadas no metabolismo de vitaminas e minerais também contribuem
para a inducdo do estresse oxidativo nessa doenca (AMIRKHIZI et al., 2014,
GUERRERO et al., 2016; SARMIENTO et al., 2014; ZHOU et al., 2015).
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Destaca-se que dados oriundos de publicacGes de autores participantes do
nosso grupo de pesquisa demonstraram existéncia de deficiéncias nutricionais em
individuos obesos, em particular, dos minerais magnésio, selénio e zinco (BESERRA
et al., 2019; CRUZ et al., 2014; FEITOSA et al., 2019). Estes nutrientes destacam-se
por suas funcdes antioxidante, anti-inflamatoria, e sensibilizadora da acdo da insulina.
Assim, a deficiéncia nesses minerais constitui fator contribuinte importante para
acentuar a manifestacao de desordens metabdlicas, como o estresse oxidativo (CRUZ
et al., 2014; MORAIS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

Nessa perspectiva, diante de evidéncias do comprometimento nutricional de
micronutrientes em individuos obesos, bem como da importancia destes na protecéo
e/ou controle de alteracdes metabdlicas e clinicas associadas ao excesso de peso,
torna-se evidente a necessidade da realizacdo de pesquisas que possam melhor
fundamentar o papel desses nutrientes na modulag&o contra o estresse oxidativo na
obesidade.

Assim, percebe-se que avancos na andlise de marcadores mais robustos
tanto para melhor avaliar o sistema de defesa antioxidante, quanto para identificar a
provavel relacdo entre este e 0s minerais, pode auxiliar na definicido de possiveis
estratégias de intervencdo terapéutica no controle metabdlico desses pacientes.
Dessa forma, a hip6tese do presente estudo € que a deficiéncia em magnésio, selénio
e zinco na obesidade constitui fator comprometedor do sistema de defesa

antioxidante.



Referencials Tedrico-20

Referencial Tedrico-



Referencial Teérico-21

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Implicacdes Metabdlicas do Excesso de Tecido Adiposo

O tecido adiposo é constituido por adipdcitos e outros tipos de células, tais
como pré-adipdcitos, linfocitos, macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, que sdo
importantes para seu funcionamento (MARSEGLIA et al., 2015). Esse tecido é
considerado um Orgao enddcrino complexo e dindmico com fung¢do importante na
homeostase corporal (MRAZ; HALUZIK, 2014; UNAMUNO et al., 2018).

De forma mais especifica, os adipécitos constituem células secretoras
metabolicamente ativas, que liberam adipocinas envolvidas em processos
metabdlicos, hormonais e imune, a exemplo da regulacdo do apetite, funcéo
inflamatdria, metabolismo lipidico e glicidico, homeostase cardiovascular, entre outras
funcdes fisiolégicas (UNAMUNO et al., 2018).

Em situacdo de balanco energético positivo, ocorre expansdo do tecido
adiposo por meio de hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipocitos. A hiperplasia envolve
a formacao de novos adipdcitos pequenos, a partir da diferenciacédo de pré-adipocitos,
sendo esse processo conhecido por adipogénese. A expansao hipertréfica, por sua
vez, é decorrente do incremento no conteudo lipidico celular, com consequente
aumento no tamanho dos adipécitos preexistentes (ARNER:; KULYTE, 2015;
GHABEN; SCHERER, 2019).

A expansdo excessiva do tecido adiposo induz ao desequilibrio dos
mecanismos homeostaticos adaptativos, levando a disfuncionalidade deste tecido. Tal
processo se caracteriza por alteracées na composicéo celular, com predominancia de
hipertrofia dos adipdcitos e infiltracdo de células imunes inflamatdrias, bem como por
comprometimento da angiogénese, hipodxia, fibrose local, aumento na secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias e estresse oxidativo (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011;
LAY et al.,, 2014; MORENO-INDIAS; TINAHONES, 2015; TRAYHURN, 2013;
UNAMUNO et al., 2018).

Nesse contexto, a hipertrofia dos adipocitos aumenta os componentes da
matriz extracelular e induz ao estresse mecéanico devido ao aumento no diametro de
adipécitos e no contato entre estas células. Isso reduz a densidade capilar e o fluxo
sanguineo tecidual, reduzindo as concentragbes de oxigénio e favorecendo a

manifestacéo de hipoxia no tecido adiposo de obesos (TRAYHURN, 2013). A resposta
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hipoxica do tecido adiposo, mediada pelo fator induzido por hipdxia 1, torna-se
insuficiente para induzir & vascularizacdo e, como resultado, ocorre aumento na
expressdo de genes pro-fibroticos, e consequentemente fibrose deste tecido
(GHABEN; SCHERER, 2019).

Ressalta-se que a fibrose do tecido adiposo € caracterizada pela
desregulacéo do processo de remodelacéo da matriz extracelular, em particular dos
ciclos de quebra/redeposicdo de colageno, o que induz ao depdsito excessivo de
colageno e outros componentes da matriz extracelular. Esse processo limita a
capacidade de expansao do adipdcito (DENIS; OBIN, 2013; HENEGAR et al., 2008).

Quando a capacidade de expansao do tecido adiposo subcutaneo é excedida,
os lipidios passam a ser estocados no compartimento intra-abdominal (visceral) e de
forma ectopica no organismo (figado, coracdo, rim, pancreas e musculos), o que
também caracteriza a disfuncdo metabdlica. Assim, o acimulo de tecido adiposo na
regido abdominal esta associado ao desenvolvimento de inflamacéo crénica de baixo
grau, alteracdes enddcrinas e estresse oxidativo (GOOSSENS, 2017; MANNA; JAIN,
2015).

Sobre a inflamacéo do tecido adiposo disfuncional, a hipertrofia dos adipdcitos
associada a elevada producdo de leptina e proteina quimiotatica de mondcitos-1
favorecem a multiplicacdo das células imunes locais. Em particular, a proliferacdo das
células natural killer e dos linfécitos T CD8+, induz a secrecao de interferon-y, o que
estimula a troca de macréfagos M2 (anti-inflamatorios) por M1 (pro-inflamatorios)
(APOSTOLOPOULOS et al., 2016; MAURIZI et al., 2017; WENSVEEN et al., 2015).

Os sinais que regulam o recrutamento de macréfagos M1 para o tecido
adiposo envolvem a secrecédo de quimiocinas especificas (proteina quimioatraente de
mondcitos 1, leucotrieno B4, fractalina e netrina- 1) e a ativacédo de receptores padréao
de reconhecimento, como o inflamassoma NLRP3 (nucleotide-binding domain,
leucine-rich-containing family, pyrin domain-containing-3). Tal fato, aumenta a
producdo de interleucina-1f e interleucina-18 via ativacdo de caspase-1 em
macrofagos M1, sendo estes 0s principais mecanismos de recrutamento de
macrofagos para o tecido adiposo (UNAMUNO et al., 2018).

Durante a expanséo disfuncional do tecido adiposo, 0 aumento da razao entre
linfécitos T auxiliares 1/células T reguladoras naturais e linfécitos T auxiliares 1/T
auxiliares 2 também parece favorecer a manifestacao do fenotipo de macrofagos M1
(UNAMUNO et al., 2018). Portanto, a mudanca de fenotipo dos macréfagos contribui
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para a progressdo da inflamacdo no tecido adiposo branco, pois intensifica o
recrutamento de mais células imunes com perfil inflamatério para este tecido,
culminando no quadro sistémico de inflamacé&o crénica de baixo grau, caracteristico
da obesidade (APOSTOLOPOULOS et al., 2016; MAURIZI et al., 2017; WENSVEEN
et al., 2015). As células T helper 1 no tecido adiposo visceral de individuos obesos
podem contribuir ainda para a ativagdo de células inflamatorias locais anteriormente
a infiltracdo de macrofagos, sugerindo papel importante para estas células na
iniciacdo e manutencédo da inflamacao do tecido adiposo (UNAMUNO et al., 2018).

A obesidade disfuncional também tem sido associada as modificagfes nas
concentracdes, padrdes de secrecao e clearance de varios horménios (FONTENELLE
et al., 2018; TRAYHURN, 2013). Nesse contexto, destaca-se que a hiperleptinemia e
a resisténcia a acdo desse horménio em tecidos periféricos favorece o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, bem como favorecem aumento da pressao
arterial, da producdo de moléculas pro-inflamatérias e de espécies reativas de
oxigénio (KNIGHT et al., 2010; KNOBELSPIES et al., 2010).

O estresse oxidativo sistémico constitui outra desordem presente na obesidade
disfuncional, devido desbalanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e
a capacidade antioxidante, conduzindo a uma interrupcdo da sinalizacao e controle
redox e/ou dano molecular. Este distirbio pode ser classificado de acordo com a
intensidade, variando do estresse oxidativo fisioldgico (eustress) a carga oxidativa
toxica (disestress), que prejudica a sinalizacdo redox e promove danos a
biomoléculas, com consequéncias fisiopatoldgicas (IGHODARO; AKINLOYE, 2018;
SIES, 2018).

O acumulo de espécies reativas induz a danos ao DNA, incluindo mutacfes
pontuais e aberracdes cromossémicas, bem como ativa vias de traducédo de sinais,
alterando a expressdo de diversos genes (MATOUSKOVA; HANOUSKOVA;
SKALOVA, 2018). A cronicidade desse processo promove a peroxidacdo dos lipidios
de membrana e agresséo as proteinas de tecidos, contribuindo para a patogénese de
diversas doengas metabolicas (HAHN; OLIVEIRA, BOCK, 2016; TAN; NORHAIZAN;
LIEW, 2018).

Sobre tal disturbio, diversos estudos ja demonstraram que a hipertrofia de
adipdcitos aumenta a secrecao de citocinas pré-inflamatorias e adipocinas, principal
fator contribuinte para a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em organismos obesos (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; LAY et al.,
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2014). Além da inflamacdo, a hiperlipidemia, hiperglicemia e hiperleptinemia
destacam-se como fatores que contribuem para a manifestacdo dessa desordem.
Diversos estudos tém mostrado correlacéo positiva entre o indice de massa corpoérea
e parametros do estresse oxidativo (CELIK et al., 2013; MANNA; JAIN, 2015; PARK
et al., 2013; SAVINI et al., 2013; WAROLIN et al., 2014; ZHANG et al., 2015). A figura

01 mostra as implica¢gOes da disfuncao do tecido adiposo.

Figura 01 — Implicacdes da disfuncéo do tecido adiposo.
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Fonte: Adaptado de Ghaben e Scherer (2019).

2.1.1 Implicacdes da Disfuncéo do Tecido Adiposo com Enfase no Estresse Oxidativo

Alguns mecanismos tém sido propostos para fundamentar a contribuicdo da
inflamacé&o cronica de baixo grau na genése do estrese oxidativo. O excesso de tecido
adiposo estimula a infiltracdo de macréfagos e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, induzindo aumento da respiracdo celular e, consequentemente, da

producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como 0 anion superoxido,
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perdxido de hidrogénio, hidroxila e oxido nitrico (MURER et al., 2014; VIEIRA-
POTTER, 2014; ZHANG et al., 2015).

Estudo conduzido por Tangvarasittichai; Pongthaisong e Tangvarasittichai
(2016) verificou relacdo entre o aumento nas concentracdes séricas de proteina C
reativa, citocinas proé-inflamatorias (fator de necrose tumora - a (TNF-a) e IL-6), menor
capacidade antioxidante, resisténcia a insulina (Homeostasis Model Assessment
Insulin Resistance - HOMA-IR) e o risco de diabetes mellitus tipo 2 em individuos com
obesidade abdominal. Segundo os autores, a secrecédo elevada dessas citocinas pelo
tecido adiposo parece constituir fator importante para a geragéo do estresse oxidativo
e resisténcia a insulina nesses individuos.

Nessa mesma perspectiva de obter conhecimento sobre a contribuicdo das
implicacdes metabdlicas do tecido adiposo na inducdo do estresse oxidativo, destaca-
se que os adipdcitos da gordura visceral possuem maior densidade de receptores 33-
adrenérgicos, sendo esses mais sensiveis a lipolise, o que permite maior liberacao de
acidos graxos livres no plasma, com posterior oxidacdo destes substratos na
mitocondria. Tal fato aumenta a atividade de enzimas pro-oxidantes na cadeia
transportadora de elétrons, contribuindo para a geracao de espécies reativas de
oxigénio (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; LAY et al., 2014; MARSEGLIA et al.,
2015).

Nesse sentido, 0 excesso de acidos graxos em diversos tecidos aumenta a
carga de oxidacdo mitocondrial e peroxissomal, fator contribuinte para a ocorréncia
de danos mitocondriais e prejuizo na sinalizagcdo redox celular, moléculas
mensageiras em via de sinalizacdo. Como resultado, surge a disfuncéo mitocondrial
gue é caracterizada pelo excesso de geracdo de espécies reativas de oxigénio nesse
compartimento celular (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; LAY et al., 2014; SIES,
2018).

Associado a isso, 0 aumento nas concentracdes de triacilglicerdis nos tecidos,
decorrente da ingestdo excessiva de nutrientes e da taxa reduzida de beta-oxidacao,
inibe o trasportador de nucleotideos de adenina na mitocondria, comprometendo o
retorno de adenosina difosfato, substrato necessario para formacdo de adenosina
trifosfato (ATP) durante a fosforilagdo oxidativa. Tal fato interrompe a cadeia
transportadora de elétrons, consequentemente, gerando anion superoxido (BONDIA-
PONS et al., 2012; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; LAY et al., 2014; SIES,
2018).
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Na obesidade, a hiperlipidemia também favorece aumento da expressao de
enzimas regulatorias do sistema redox no tecido adiposo, como a 6xido nitrico sintase,
xantina oxidase e a NADPH oxidase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Oxidase). A oxido nitrico sintase, em particular, apresenta duas isoformas
importantes: endotelial e induzivel, as quais parecem ter relagédo direta com o estresse
oxidativo presente na obesidade (ROCHETTE et al., 2013; XIA et al., 2016).

A enzima Oxido nitrico sintase induzivel aumenta a sintese de oxido nitrico
gue pode reagir com o anion superoxido e formar o peroxinitrito, o que evidencia a
sua participacdo na disfuncdo mitocondrial e geracao de espécies reativas de oxigénio
(XIA et al., 2016). No que diz respeito a éxido nitrico sintase endotelial, pela deficiéncia
de seu cofator em organismos obesos, ocorre comprometimento da producéo de 6xido
nitrico nos vasos sanguineos, 0 que leva a producdo de anion superoxido
(ROCHETTE et al., 2013; XIA et al., 2016).

Xia et al. (2016) mostraram que embora adipécitos perivasculares de ratos
obesos possuam expressao de oxido nitrico sintase endotelial adequada, a producéo
de 6xido nitrico € limitada. Na opinido dos autores, a dieta rica em gordura pode ser
responsavel pelo desacoplamento de tal enzima, o que induz a producdo de anion
superoxido.

Outra enzima importante na geracdo de espécies reativas € a xantina oxidase,
com sua atividade aumentada em individuos obesos, principalmente em situacédo de
reperfuséo tecidual de oxigénio pds-hipoxia, promovendo a formacdo excessiva de
espécies reativas, como o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio (VALKO et al.,
2006). Estudo conduzido por Tam et al. (2014) mostrou associacao positiva entre a
atividade desta enzima e marcadores do estresse oxidativo em individuos obesos, a
exemplo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)-oxidada.

Quanto a enzima NADPH oxidase, esta constitui uma proteina transmembrana
que transfere elétrons nas membranas celulares utilizando oxigénio molecular e
NADPH citosolico como doador de elétrons, o que gera superoxido extracelular como
subproduto (AUGSBURGER et al., 2019; MANNA; JAIN, 2015). A NADPH oxidase 4,
em particular, constitui a isoforma predominante nos adipocitos, sendo sua expressao
aumentada pelo excesso de acidos graxos livres e glicose plasmatica, caracteristica
comum da obesidade (HAN et al., 2012).

Outra implicagdo da disfuncdo do tecido adiposo no estresse oxidativo, é a

hiperglicemia crénica presente em individuos com obesidade (ARAUJO et al., 2014).
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Sobre este aspecto, a sobrecarga de glicose intracelular ativa a via glicolitica e o ciclo
do acido tricarboxilico, conduzindo a superproducao de dinucle6tido de nicotinamida
e adenina (NADH) e dinucleétido de flavina e adenina 2, o que resulta em aumento no
gradiente de prétons na membrana interna mitocondrial, e consequentemente, na
producéo de anion superoxido (MANNA; JAIN, 2015).

O excesso de espécies reativas oriundos da sobrecarga de glicose inibe a
atividade da enzima gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase, redirecionando seus
metabdlitos para outras quatro vias, sendo a glicose deslocada para via do poliol; a
glicose-6 fosfato, para a via da hexosamina; a triose-fosfato produz metilglioxal, que
constitui principal precursor de produtos finais de glicacdo avancada; e a fosfato de
di-hidroxiacetona é convertida em diacilglicol, que ativa a via da proteina quinase C.
Tais vias aumentam a producédo de espécies reativas (MANNA; JAIN, 2015).

Nesse contexto, a via do poliol promove deplecdo de NADPH e aumenta a
conversao de glicose a sorbitol, estimulando a expressao de varios genes codificantes
para proteinas que participam da geracdo de espécies reativas de oxigénio. Além
disso, a producédo de glucosamina-6-fosfato pela via da hexosamina inibe a atividade
da selenoproteina tiorredoxina, induzindo estresse oxidativo. Os produtos de glicacao
avancada e a proteina quinase C favorecem a producéo de espécies reativas devido
a ativacdo da NADPH oxidase e da via do NF-kB (MANNA; JAIN, 2015).

Destaca-se 0 aumento na secrecdo de leptina pelo tecido adiposo, que
constitui outro fator indutor da producéo de radicais livres na obesidade, por estimular
a atividade da NADPH oxidase em processo dependente da proteina quinase C, e
ainda por ativar a via NF-kB. Além disso, a hiperleptinemia aumenta a atividade da
oxido nitrico sintase induzivel, gerando O6xido nitrico, que reage com 0 anion
superéxido, produzindo peroxinitrito e outros radicais livres, como a hidroxila,
contribuindo, para o desenvolvimento do estresse oxidativo (AL-HAMODI et al., 2014,
CHATTERJEE et al., 2013; PANDEY et al., 2015).

Ressalta-se ainda que, em individuos obesos, o sistema renina-angiotensina
€ superexpresso e/ou superativado tanto no tecido adiposo quanto de forma sistémica.
Esse fato é evidenciado pela maior secrecédo de angiotensina Il, que, ao se ligar aos
seus receptores do tipo 1, contribui para maior atividade da enzima NADPH oxidase
em diferentes tecidos, e consequentemente maior producdo de espécies reativas
(RAMALINGAM et al., 2017). A figura 02 mostra as implicagdes da disfuncao do tecido

adiposo com énfase no estresse oxidativo.
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Figura 02 — Implicacdes da disfuncéo do tecido adiposo com énfase no estresse

oxidativo.
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Legenda: AGEs: produtos finais de glicacdo avancada; ER: espécies reativas; H202: perdxido de
hidrogénio; INOS: 6xido nitrico sintase induzivel; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato;
Oz anion superoxido; ON-: 6xido nitrico; ONOOH: peroxinitrito; NFKB: fator nuclear Kappa B; NOS:
Oxido nitrico sintase; PKC: proteina quinase C; TR: tioredoxina.

Fonte: Adaptado de Manna; Jain (2015).

Como consequéncia do estresse oxidativo, destacam-se altera¢des funcionais
em diversas células e tecidos, incluindo, células endoteliais vasculares, miécitos e
células beta-pancreaticas, bem como na sinalizacéo redox celular (LAY et al., 2014,
MANNA; JAIN, 2015). Nesse sentido, ocorre comprometimento da secrecdo de
insulina pelas células beta-pancreaticas e do transporte de glicose nos musculos e
tecido adiposo, e nos vasos sanguineos, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
favorecem disfuncao endotelial (MARSEGLIA et al., 2015).
Além disso, a interrup¢do do equilibrio redox interfere em varias vias de
sinalizacdo como aquelas associadas a proliferacao celular, apoptose, invasividade,
resisténcia a medicamentos e metabolismo energético, favorecendo o crescimento de

tumores e sua progressao (RANI et al., 2015). Dessa forma, o estresse oxidativo esta
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envolvido na patogénese de diversas doencas, como a aterosclerose, cancer e
diabetes mellitus, entre outras (DAS et al., 2016; MARSEGLIA et al., 2015).

2.2 Sistema de Defesa Antioxidante

Na perspectiva de neutralizar as espécies reativas de oxigénio, o organismo
necessita da acao de substratos com potencial antioxidante. Estes sdo definidos como
quaisquer substancias que, quando presentes em peguenas concentracoes,
comparadas com as espécies reativas, significativamente retardam ou inibem a
oxidacao destas moléculas, podendo agir em diferentes niveis da sequéncia oxidativa
(BARBOSA et al., 2010).

Nesse sentido, o organismo dispfe de um sistema de defesa antioxidante que
visa manter o balanco entre a producdo e a remocdo de espécies reativas, com 0
intuito de obter protecdo contra o estresse oxidativo. O sistema antioxidante é
constituido por compostos ndo enzimaticos, a exemplo da vitamina E e da glutationa,
e por diversas enzimas que atuam neutralizando as espécies reativas produzidas,
como a superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (MATOUSKOVA;
HANOUSKOVA; SKALOVA, 2018).

A expressdo de genes codificantes para enzimas do sistema de defesa
antioxidante é regulada por fatores de transcricdo, a exemplo do fator nuclear eritréide
2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)/ Keapl (Kelch-like ECH-associated Protein), que em
situacbes fisioldgicas, permanece no citoplasma da célula associado a duas
moléculas de Keap 1, formando um complexo com Cul3-Rbx1 (E3-ubiquitin
ligasecomplex/Ring box protein 1) (SIES, 2018). No entanto, quando as células sofrem
estimulos estressores, as cisteinas reativas em Keap 1 sdo oxidadas e o fator de
transcricdo Nrf2 fica livre e se transloca para o nicleo, onde se associa as proteinas
sMaf (small musculo aponeuroticfibrosarcoma), ligando-se ao elemento de resposta
antioxidante ou ao elemento de resposta eletrofilica, induzindo a transcricao de genes
gue codificam enzimas da defesa antioxidante (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017; SIES,
2018).

A ativacdo do Nrf2 também ocorre por meio da acédo de proteinas quinases,
destacando-se a proteina quinase C, substrato regulado por sinal extracelular, c-Jun
N-terminal quinase e fosfatidilinositol-3-quinase, que atuam fosforilando diretamente

o Nrf2 em residuos de serina ou treonina, facilitando sua dissociacdo do complexo
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com Keapl e posterior translocacao nuclear (Figura 03) (HAHN; OLIVEIRA; BOCK,
2017; SIES, 2018).

Entre as enzimas antioxidantes transcritas pelo Nrf2, destacam-se a superoxido
dismutase, catalase e a glutationa peroxidase. Tais enzimas constituem a primeira
linha de defesa antioxidante do organismo e atuam por meio de mecanismos de
prevencao, impedindo e/ou controlando a formacao de radicais livres e de espécies
nao-radicais envolvidas com a iniciacao das reac6es em cadeia, que culminam com a
propagacéo e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de
danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010; IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

A enzima superoxido dismutase atua catalisando a dismutag&o de dois anions
superoéxido a peroxido de hidrogénio. A familia desta enzima antioxidante € constituida
por trés isoformas, sendo a superoxido dismutase 2, dependente de manganés e
localizada na mitocondria, e as superéxido dismutase 1 e 3, dependentes de cobre e
zinco, sao situadas no espacgo intracelular e extracelular, respectivamente
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

A catalase é uma enzima peroxissomal, constituida por quatro mondmeros
idénticos, contendo em seu centro ativo um grupamento heme. Esta enzima atua na
degradacdo do perédxido de hidrogénio em oxigénio molecular e agua, utilizando ferro
ou manganés como cofator e, consequentemente, completando o processo de
desintoxicacao iniciado pela superoxido dismutase (BIRBEN et al., 2012; IGHODARO;
AKINLOYE, 2018; RUPEREZ et al., 2013).

Outra enzima com ac¢ao antioxidante importante € a glutationa peroxidase, que
se apresenta em oito isoformas diferentes (1 a 8). As isoformas 1, 2, 3, 4 e 6 séo
selenoproteinas que contém em seu centro catalitico selenocisteina e possuem
funcao antioxidante em diferentes compartimentos celulares, e a glutationa peroxidase
5, 7 e 8 possuem cisteina em seu centro catalitico (MATOUSKOVA; HANOUSKOVA;
SKALOVA, 2018).

A glutationa peroxidase catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio,
hidroperdxidos organicos ou hidroperoxidos fosfolipidicos (isoforma 4), formando
agua e alcodis correspondentes, utilizando, principalmente, duas moléculas de
glutationa como agente redutor. Essa enzima pode atuar na modulacédo de vias
fisiologicas, pois influencia as concentragcfes de hidroperoxidos, moléculas sensiveis
a grupos tiol e selenol altamente reativos, que atuam como sinalizadores redox
(KIELCZYKOWSKA et al., 2018; MATOUSKOVA; HANOUSKOVA; SKALOVA, 2018).
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A glutationa peroxidase 1 foi a primeira selenoproteina identificada. Esta
enzima tem elevada expressao no citosol e na mitocdndria de eritrocitos e em outras
células, como aquelas do endotélio vascular. Em seu centro catalitico, contém
selenocisteina, lisina e quatro argininas, que conferem a esta proteina maior afinidade
a glutationa entre todas as suas isoformas. A glutationa peroxidase 1 reage,
principalmente, com peroxido de hidrogénio, hidroperéxidoslisofosfatidicos e
hidroperoxidos soluveis de baixo peso molecular, a exemplo do hidréxido de cumeno,
hidréxido butil-t e hidréxidos de acidos graxos (MATOUSKOVA; HANOUSKOVA;
SKALOVA, 2018).

Com relacdo aos antioxidantes endégenos ndo enziméticos, destaca-se a acao
da glutationa (y-glutamilcisteinilglicina), tripeptidio composto de aminoacidos néao
essenciais (acido glutamico, cisteina e glicina) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985),
que atua de forma direta neutralizando espécies reativas ou, indiretamente, por meio
de enzimas antioxidantes dependentes desta molécula, como a glutationa peroxidase
e a glutationa S transferase (ZHANG; CHOI, 2005).

De forma direta, a glutationa interage com as espécies reativas em reacdes nao
enzimaticas “sequestrando” os compostos hidroxila e oxigénio “singlete”, cuja
formacdo é oriunda da tranferéncia de energia que promove a inversao do spin de um
dos elétrons da molécula de oxigénio a partir do oxigénio triplete (RONSEIN et al.,
2006). Indiretamente, esse tripeptideo atua como cossubstrato de enzimas, a exemplo
da glutationa peroxidase, catalisando a reducao do peroxido de hidrogénio a agua,
por meio da conversdo da glutationa a dissulfeto de glutationa (GSSG) (ROVER,;
HOEHR; VELLASCO, 2001).

Para manutencéo do ciclo da glutationa, 0 GSSG precisa ser regenerado a sua
forma reduzida (glutationa), sendo a glutationa redutase, responsavel pela
recuperacdo desse substrato utilizando NADPH. Quando ocorre inativagdo de um
agente oxidante, a glutationa € utilizada, com consequente producdo de GSSG. Em
situacbes de homeostase, o sistema de oxirredu¢cdo promove recuperacado da
glutationa. No entanto, quando h& excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do
sistema antioxidante, ocorre desequilibrio entre o consumo de glutationa e a producéo
de GSSG (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001). Assim, a glutationa se destaca como

importante integrante do sistema de defesa antioxidante.
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Figura 03 — Via de sinalizacdo do fator de transcrigdo nuclear eritroide relacionado

ao fator 2.
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Legenda: Nrf2: fator nuclear eritréide relacionado ao fator 2; Keapl: Kelch-like ECH-associated Protein
CULS: E3-ubiquitin ligase complex; RBX: Ring box protein 1; ARE: elemento de resposta antioxidante;
SOD: supero6xido dismutase.

Fonte: Adaptado de Hahn; Oliveira; Bock (2017).

2.3 Deficiéncia em Magnésio, Selénio e Zinco na Obesidade: Repercussdes

sobre o Estresse Oxidativo

2.3.1 Deficiéncia em Magnésio na Obesidade

Diversos estudos tém demonstrado deficiéncia em magnésio em individuos
com obesidade, caracterizada por redu¢do nas suas concentragfes plasmaticas,
eritrocitarias, leucocitarias e urinarias. Alguns fatores tém sido elencados como
contribuintes para tal deficiéncia, a exemplo da ingestéo dietética reduzida e distarbios
hormonais (CRUZ et al., 2014; HASSAN et al., 2017; LECUBE et al., 2012; SEVERO
et al., 2015; SONG et al., 2007; VOLPE, 2013).

Sobre a ingestado inadequada de magnésio pelos individuos obesos, os dados
oriundos de estudos sobre consumo alimentar revelam que esse grupo populacional

possui pouca preferéncia por alimentos fontes desse nutriente, a exemplo dos
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vegetais verde-escuros, cereais integrais, nozes e sementes, o que constitui um dos
principais fatores contribuintes para a hipomagnesemia (CHAUDHARY; SHARMA,
BANSAL, 2010; MORAIS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

A resisténcia a insulina presente na obesidade, considerada alteracéo
hormonal importante, constitui fator contribuinte para a redugéo nas concentragdes de
magnésio, visto que esse quadro limita a reabsor¢cdo renal de magnésio. Sobre este
aspecto, destaca-se que a insulina em situacao fisioldgica induz a translocacao do
receptor de potencial transitério do tipo melastatina (TRPM) tipo 6, canal responsavel
pelo transporte de magnésio, promovendo a reabsorcdo renal desse mineral
(GOMMERS et al., 2016; NAIR et al., 2012).

A hiperleptinemia comum em organismos obesos também induz a deficiéncia
em magneésio por aumentar a excrecao urinaria desse nutriente, via mecanismos de
natriurese e diurese (ATABEK; KURTOGLU; PIRGON, 2006; BAAIJ, 2015). Além
disso, o aumento das concentracdes de leptina promove lesdo renal e contribui para
reducao da atividade metabdlica dos tubulos proximais, local onde ocorre reabsorcao
de 10 a 30% do magnésio filtrado (MA; ZHAO; ZHU, 2016; ROMANI, 2011; TSAI,
2017).

Com relacdo as repercussfes bioquimicas, metabdlicas e moleculares
decorrentes da deficiéncia em magnésio na populacdo obesa, destaca-se o0 estresse
oxidativo. Pesquisas realizadas em criancas e mulheres obesas verificaram
concentracfes reduzidas desse mineral na dieta e no soro, bem como niveis elevados
de malondialdeido sérico (CELIK; ANDIRAN; YILMAZ, 2011; CODONER et al., 2010;
NIRANJAN et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019; PATEL et al., 2014). Dados de estudo
conduzido por nosso grupo de pesquisa mostram correlacdo negativa entre a
concentracao eritrocitaria de magnésio e as concentracfes de substancias reativas
ao tiobarbiturico (TBARS) plasmaticas em mulheres com obesidade (MORAIS et al.,
2017).

2.3.1.1 Impacto da Hipomagnesemia no Estresse Oxidativo

Diversos mecanismos tém sido apontados para explicar como a deficiéncia
em magnésio pode favorecer o estresse oxidativo, em particular na populacéo obesa.
Dentre estes, destacam-se a reducdo na expressao e atividade de enzimas

antioxidantes, producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio, ativacao de vias
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inflamatodrias, aumento na concentracdo de calcio intracelular, lipoperoxidagéo
induzida pelo ferro, resisténcia a insulina, alteragcdo na sintese da glutationa,
dislipidemias e disfuncéo endotelial (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2010; BELIN; HE,
2007).

A hipomagnesemia parece contribuir para a reducao na expresséo e atividade
de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e
catalase e para o incremento na producéo de espécies reativas de oxigénio, a exemplo
do peroxido de hidrogénio e do anion superoxido (BARBAGALLO; DOMINGUEZ,
2010; BELIN; HE, 2007). Nesse sentido, Calviello et al. (1994) verificaram
concentracdes reduzidas da molécula glutationa e da enzima superédxido dismutase
hepatica, bem como valores elevados de malondialdeido em ratos deficientes em
magnésio, o que reforca a importancia desse nutriente na inducdo do estresse
oxidativo.

O magnésio atua como cofator das enzimas y-glutamilcisteina sintetase e
glutationa sintetase, envolvidas na biossintese da glutationa enddgena, substrato
importante na protecdo da membrana celular contra o dano oxidativo e em processos
coenziméaticos (HUBER et al., 2008; MORAIS et al. 2017; TOHIDI et al., 2011). Esse
mineral também é necessario para a atividade da enzima gama-glutamil-
transpeptidase, a qual disponibiliza cisteina para ressintese da glutationa endogena.
Portanto, a deficiéncia em magnésio, por limitar a sintese do substrato glutationa no
meio intracelular, constitui um fator contribuinte relevante para a formacao de espécies
reativas de oxigénio (GATE et al., 2011; ZHANG; FORMAN; CHOI, 2005).

Ressalta-se que em situagdes de estresse oxidativo, a enzima gama-glutamil-
transpeptidase € importante para manutencao do equilibrio redox entre a glutationa
reduzida e a oxidada. No entanto, tem sido sugerido que a hipomagnesemia interfere
na manutencao desse equilibrio, pois ndo ha substrato suficiente para a regeneracao
da glutationa e, consequentemente, a glutationa peroxidase tem sua atividade
reduzida, favorecendo o estresse oxidativo (STARK et al., 2003).

Além disso, a deplecdo em magnésio aumenta a producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, como anion superoxido, oxido nitrico e peroxinitrito,
por induzir a atividade das enzimas pro-oxidantes xantina oxidase, NADPH oxidase e
o desacoplamento da oxido nitrico sintase (AFANAS'EV et al., 1995; BAAIJ;
HOENDEROP; BINDELS, 2015; BELIN; HE, 2007; CHEN; MAK, 2014; DEEPTI;
NALINI, 2014; ROCHA et al., 2015).
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Outro aspecto é que a hipomagnesemia parece elevar as concentra¢des de
calcio ibnico intracelular, por meio da ativacdo dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDR) nas células neurais e dos canais de calcio tipo L no tecido adiposo, o que
favorece a infiltracdo de neutréfilos e macréfagos nos adipdcitos e a ativacéao de vias
inflamatdrias, e por sua vez, eleva a atividade das enzimas NADPH oxidase e 6xido
nitrico sintase (MAIER, 2012; MAZUR et al., 2007; NIELSEN, 2018; OTEIZA, 2012;
RAYSSIGUIER et al., 2010).

Outra consequéncia da deplecdo em magnésio parece ser a inducdo na
peroxidacao lipidica catalisada pelo ferro (KOSTELLOW; MORRILL, 2004; SAMPAIO
et al., 2014). No estudo de Kostellow e Morrill (2004), observou-se que concentracdes
elevadas de ferro contribuiram para a lipoperoxidacdo em ratos com deficiéncia em
magneésio. Os dados desse estudo reforcam a possivel contribuicdo do magnésio no
meio extracelular para a reducéo de produtos da peroxidagao lipidica.

A deficiéncia em magnésio induz o estresse oxidativo, indiretamente, por
favorecer o descontrole glicémico e resisténcia a insulina (BERTINATO et al., 2015;
GUERRERO-ROMERO et al.,, 2016). Ressalta-se que o magnésio intracelular &
cofator de enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos, pela sua atuacao
como parte do complexo Mg?*-ATPase, substrato importante para o metabolismo da
glicose (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2007; CHAUDHARY; SHARMA; BANSAL,
2010). A hipomagnesemia compromete ainda a autofosforilagdo da subunidade 3 do
receptor de insulina e a fosforilacdo dos seus substratos o que revela a importancia
desse nutriente para o controle glicémico (MOOREN et al., 2011).

A deficiéncia em magnésio ainda presdipde o desenvolvimento de um pefrfil
lipidico favoravel ao estresse oxidativo, pois aumenta a producdo de epinefrina e
cortisol, hormdnios indutores da lipdlise. Tal fato favorece aumento das concentracdes
de acidos graxos livres e da lipogénese no figado, e consequentemente, eleva as
concentragbes séricas de colesterol total, LDL-colesterol e de triacilglicerois, bem
como reduz a lipoproteina de alta densidade (HDL)-colesterol, cenério favoravel a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (BUSSEROLLES et al., 2003; BUSSIERE
et al, 1995, GUERRERO-ROMERO et al, 2016; GUERRERO-ROMERO;
RODRIGUEZ-MORAN, 2013; ZHELTOVA et al., 2016). A figura 04 mostra o impacto

da deficiéncia em magnésio na inducéo do estresse oxidativo presente na obesidade.
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Figura 04 — Impacto da deficiéncia em magnésio na inducéo do estresse oxidativo
na obesidade.
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fosfato; SOD: superéxido dismutase, GPx: glutationa peroxidase; CAT: catalase; Ca: calcio, Fe: ferro,
NMDR: N-metil-D-aspartato.

Fonte: Adaptado de Morais et al. (2017).

2.3.2 Deficiéncia em Selénio na Obesidade

Estudos tém identificado alteragcdes no metabolismo de selénio em individuos
com obesidade, sendo estas caracterizadas pelas concentracbes desse mineral
reduzidas em compartimentos sanguineas e aumento de sua excre¢ao urinaria. Além
disso, algumas pesquisas também mostram comprometimento na expressdo e
atividade de selenoproteinas, enzimas antioxidantes que contém selénio na forma de
selenocisteina (ALASFAR et al., 2011; ARNAUD et al., 2006; AZAB et al., 2014;
BLAZEWICZ et al., 2015; COMINETTI et al., 2012; KIMMONS et al., 2006).

Alasfar et al. (2011) avaliaram as concentragdes séricas de elementos tracos
em mulheres com obesidade grau lll e verificaram valores reduzidos de selénio
nessas pacientes, quando comparadas com o grupo controle. De forma semelhante,

estudo conduzido por Cominetti et al. (2012) identificou hiposelenemia neste grupo
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populacional, com 37% das participantes apresentando reducdo na atividade da
glutationa peroxidase eritrocitaria. Em estudo mais recente, foi verificado prevaléncia
de inadequacéo de selénio plasmatico de 36,7 % em criancas com obesidade grau Il
(STENZEL et al., 2018).

Pesquisas foram conduzidas na perspectiva de avaliar a associacdo entre
concentracbes de selénio e marcadores de adiposidade. No estudo de Zhong; Lin;
Nong (2018) foi identificada associacéo negativa entre os valores séricos de selénio e
o IMC em adultos, bem como entre a concentracdo do mineral no soro e o percentual
de gordura corporal nas mulheres participantes do estudo. Nesse sentido, de forma
semelhante, Hosseini et al. (2017), em revisdo sistematica, encontraram
concentracfes séricas de selénio inversamente associadas com o indice de massa
corpOrea e massa total de gordura. Dessa forma, os estudos tém demonstrado a
influéncia da adiposidade corporal sobre o estado nutricional relativo ao selénio.

Sobre os fatores que podem contribuir para a deficiéncia em selénio na
obesidade, a ingestdo inadequada do mineral, caracterizada pelo teor dietético
reduzido de seus alimentos fontes, a exemplo de grdos integrais, vegetais, frutos do
mar, carne, laticinios e nozes (AVERY; HOFFMANN, 2018; BRASIL, 2011;
FERREIRA et al., 2002) e a presenca de desordens metabdlicas, por aumentar a
demanda por selénio ou alterar a sua homeostase, tem sido apontados como aqueles
mais relevantes (COMINETTI et al., 2011).

A inflamacdo crbnica associada a obesidade também contribui para
deficiéncia em selénio, pois citocinas pré-inflamatérias interferem na expressao de
selenoproteinas, a exemplo da selenoproteina P1, proteina transportadora de selénio
no plasma, o que consequentemente, compromete a distribuicdo desse nutriente em
tecidos periféricos, bem como suas funcdes fisiolégicas (COMINETTI et al., 2011,
RAYMAN, 2012).

Algumas pesquisas tém demonstrado o impacto da deficiéncia em selénio
sobre marcadores do estresse oxidativo. Nesse sentido, Galan-Chilet et al. (2014)
mostraram associacdo inversa entre a concentracdo plasméatica de selénio e o
malondialdeido em adultos saudaveis. Helmersson et al. (2005) verificaram correlacao
inversa entre as concentracdes sericas de selénio e o F-2 isoprostano urinario em
adultos.

Associado a isso, tem sido verificado alteracao na expressao ou atividade da

enzima glutationa peroxidase na obesidade. Tal fato foi demonstrado nos resultados
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obtidos das pesquisas conduzidas por Ferro et al. (2011) e Amirkhizi et al. (2014) que
identificaram reduc&o na atividade dessa enzima no plasma em individuos obesos,

guando comparados ao grupo controle.

2.3.2.1 Impacto da Hiposelenemia no Estresse Oxidativo

A deficiéncia em selénio constitui fator importante para aumentar o estresse
oxidativo, pois esse mineral € componente catalitico de selenoproteinas essenciais
para o controle do estado redox no organismo, a exemplo da glutationa peroxidase,
tioredoxina redutase, metionina sulféxido redutase B, bem como da selenoproteina P.
Alteracbes nesse nutriente favorecem ainda a inflamacéo crénica, hiperglicemia,
hiperinsulinemia e dislipidemias, desordens que parecem contribuir para a producao
excessiva de espécies reativas, de forma indireta (BRENNEISEN; STEINBRENNER,;
SIES, 2005; KIELCZYKOWSKA et al., 2018; LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV,
2014; WEEKS; HANNA, COOPERSTEIN, 2012).

Ressalta-se que a deficiéncia em selénio no organismo, compromete a
expressdo e atividade de selenoproteinas. Nesse sentido, existe uma hierarquia
dessas selenoenzimas, sendo expressas de acordo com a importancia de suas
funcdes no organismo. Entre as glutationas peroxidases, a expressao das isoformas
1 e 3 € mais comprometida em relacédo a 2 e 4, a selenoproteina P ocupa posi¢cao
intermediéaria e a tioredoxina 1 e 3 parecem ser menos reguladas pelo selénio dietético
(AVERY; HOFFMANN, 2018; HESKETH, 2008; LABUNSKYY; HATFIELD,;
GLADYSHEV, 2014; SCHOMBURG; SCHWEIZER, 2009). Dessa forma, o
comprometimento da expressao de selenoproteinas ocorre de maneira diferenciada,
sendo depletadas, inicialmente, as principais selenoproteinas antioxidantes.

As concentracdes reduzidas de selénio, além de prejudicar a sintese de
selenoproteinas, aumenta a susceptibilidade dos RNAms destas enzimas a mutacdes,
sendo que o codon UGA pode funcionar como um cédon de parada prematuro. As
diferencas na estabilidade dos RNAms especificos de cada selenoproteina parecem
influenciar no direcionamento do selénio para cada uma delas. Assim, as
selenoproteinas sao diferencialmente reguladas pela disponibilidade do mineral,
sendo que a glutationa peroxidase 1 tem sua expresséo reduzida em condi¢des de
deficiéncia (COMINETTI et al., 2011; LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV, 2014;
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OTTAVIANO; HANDY; LOSCALZO, 2008; THOMSON, 2004; TOUAT-HAMICI et al.,
2014; ZHANG et al., 2013).

A deficiéncia em selénio pode ainda comprometer a funcdo de outras
selenoproteinas envolvidas no controle redox. Nesse sentido, a atividade da
tioredoxina redutase reduzida pode prejudicar a neutralizacdo de tiorredoxinas
oxidadas 1 e 2, peroxido de hidrogénio e hidroperéxidos orgéanicos e dissulfidos
proteicos (BELLINGER et al., 2009; STEINBRENNER; SPECKMANN, KLOTZ, 2016).
No entanto, o substrato metionina sulféxido redutase B ou selenoproteina R, por sua
vez, protege contra espécies reativas de oxigénio por meio do controle do estado
redox da tioredoxina. Sobre este aspecto, destaca-se que deplecdo em selénio pode
prejudicar a regeneracado de tioredoxina, contribuindo indiretamente para aumentar
hidroperoxidos e peroxinitrito (AVERY; HOFFMANN, 2018; STEINBRENNER;
SPECKMANN, KLOTZ, 2016).

A deficiéncia em selénio pode reduzir a concentracdo de selenoproteina H, o
que interfere na expressdo da y-glutamilcisteinasintetase, enzima envolvida na
sintese de glutationa (BELLINGER et al., 2009). Além disso, concentracdes reduzidas
desse mineral comprometem as fungdes antioxidantes da selenoproteina P de
neutralizar o radical peroxinitrito e hidroperéxidos de fosfolipidios e de reduzir a
toxicidade induzida por metais pesados, a exemplo do mercario e cadmio
(ALMONDES et al., 2010; BELLINGER et al., 2009; KIELCZYKOWSKA et al., 2018;
STEINBRENNER; SPECKMANN, KLOTZ, 2016).

Destaca-se ainda que indiretamente, a deficiéncia em selénio predispbe a
producdo excessiva de espécies reativas devido sua atuacdo como nutriente anti-
inflamatorio. Esse mineral regula as vias dos fatores de transcricio nucleares
envolvidos na sintese de moléculas inflamatorias, por meio de selenoproteinas que
inibem a translocagao do NFk[3 para o nucleo e a atividade e expressao da quinase
reguladora de sinais apoptéticos 1, proteina intermediéria da via da proteina quinase
ativada por mitdégeno. O selénio ainda modula a sintese de eicosanoides pelas
enzimas cicloxigenase e lipoxigenase (MATTMILLER; CARLSON; SORDILLO, 2013).

A hiposelenemia contribui também para o0 estresse oxidativo, por
comprometer a captacdo de glicose em tecidos periféricos, o que favorece a
manifestagcdo de um quadro de hiperglicemia, e consequentemente, ativagcao de

enzimas pré-oxidantes, fator contribuinte para a producdo excessiva de espécies
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retaivas de oxigénio (BARAKAT; MOUSTAFA, BIKHASIL, 2012). A figura 05 mostra o

impacto da deficiéncia em selénio na manifestagcéo do estresse oxidativo em obesos.

Figura 05 — Impacto da deficiéncia em selénio na inducéo do estresse oxidativo na

obesidade.
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Legenda: GPx: glutationa peroxidase; GSH: y-glutamilcisteinilglicina; H202: peréxido de hidrogénio.
Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.3 Deficiéncia em Zinco na Obesidade

A literatura tem evidenciado alterac6es na homeostase do zinco em individuos
com obesidade, sendo verificada reducdo em suas concentragdes plasmaticas ou
eritrocitarias e aumento em tecidos especificos, como adiposo, hepatico e muscular,
sendo que tais alteracBes parecem ser oriundas da redistribuicdo desse mineral no
organismo (AZAB et al., 2014; BEGIN-HEICK et al., 1985; FERRO et al., 2011,
FOSTER; SAMMAN, 2012; MARREIRO et al., 2002; MARTINS et al., 2014).

Na perspectiva de identificar as causas que levam a compartimentalizacdo do
zinco na obesidade, destacam-se a inflamacao crénica de baixo grau e o0 aumento de
glicocorticéides sérico por ativarem o fator de transcricdo regulamentar de metal 1

(MTF-1), favorecem a expressao de genes codificantes para a metalotioneina e
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proteinas transportadoras de zinco, as quais transportam este mineral do plasma para
os tecidos, em especial o hepéatico e adiposo, contribuindo para a hipozincemia
(FEITOSA et al.,, 2012; LIUZZ| et al., 2005; MARTINS et al., 2015).

Ressalta-se o estudo realizado por Aydemir et al. (2012) em modelo animal
gue evidenciou aumento na expressao da Zrt-and Irt-like protein (Zip)-14 em situacéo
de inflamacao aguda, principalmente nos tecidos adiposo e hepatico, sendo esse
associado a deficiéncia em zinco. De forma semelhante, Noh et al. (2014) também
verificaram que as proteinas transportadoras Zinc transporter (ZnT)-4, ZnT-5, Zip-1,
Zip-6 se apresentam inversamente associadas com o TNF-a e a PCR em individuos
com obesidade.

Um fato relevante que deve ser destacado trata da influéncia das citocinas
pré-inflamatorias oriundas do tecido adiposo sobre a modulacdo da expressao de
transportadores de zinco, o que potencializa as alteragdes na distribuicdo do mineral
em organismos obesos (KIM; ANH, 2014). No estudo de Feitosa et al. (2013) foi
identificado correlacdo negativa entre as concentracdes séricas do TNF-a e os valores
plasmaticos de zinco, ratificando a influéncia do processo inflamatério na homeostase

desse mineral em pacientes com obesidade.

2.3.3.1 Impacto da Hipozincemia no Estresse Oxidativo

Com base em dados existentes na literatura atual, verifica-se que a deficiéncia
em zinco constitui fator importante para o estresse oxidativo sistémico. A hipozincemia
leva ao comprometimento das fung¢des do zinco como nutriente antioxidante, sendo
observada reducdo na expressdo e atividade da enzima superoxido dismutase,
prejuizo no metabolismo da glutationa, aumento na peroxidacéo lipidica induzida pelo
ferro e o cobre, ativacdo da enzima NADPH oxidase e expressdo reduzida da
metalotioneina. Indiretamente, alteracbes metabdlicas importantes decorrentes da
deficiéncia em zinco, a exemplo do descontrole glicEmico, da ativacdo de vias pro-
inflamatorias e alteracdes no metabolismo lipidico, também podem potencializar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (FOSTER; SAMMAN, 2010; RUZ et al.,
2013; ZHU et al., 2013).

O zinco é componente estrutural da enzima superéxido dismutase presente
no citoplasma das células, que atua como primeira enzima no sistema de defesa

antioxidante. Sobre este aspecto, tem sido verificado que a hipozincemia prejudica a
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atividade da isoforma desta enzima, dependente de cobre e zinco (MARREIRO et al.,
2017). Outro mecanismo de acgado antioxidante comprometido pela deficiéncia em
zinco na obesidade, diz respeito a reducdo na expressao da glutamato-cisteina ligase,
enzima envolvida na sintese do substrato intracelular glutationa, cuja funcdo é de
neutralizar espécies reativas de oxigénio (EIDE, 2011).

O zinco também estimula a expressdo da metalotioneina, proteina com
importante atividade antioxidante. Essa proteina tem a capacidade de ligar-se a ions
de metais pesados, como cobre, cromo, cadmio e mercurio, desempenhando papel
significativo na protecéo das células contra quantidades excessivas de ions metalicos
(ANDREWS, 2000; GUNTHER; LINDERT, 2012). No entanto, a deficiéncia nesse
mineral promove reducdo na expressdao de metalotioneina comprometendo sua
funcdo antioxidante.

E oportuno mencionar que o zinco possui capacidade de competir com ferro
e cobre em sitios de ligagdo na membrana celular, prevenindo a formacéao de radicais
livres. Quando ocorre deplecdo do mineral, o ferro e o cobre estimulam a producéo de
radicais altamente reativos a partir de peroxidos lipidicos, o que induz o estresse
oxidativo (OLECHNOWICZ et al., 2018; OTEIZA, 2012; PRASAD, 2014).

Destaca-se que a deficiéncia em zinco ainda parece estar envolvida na
reducdo da expressao e atividade do fator de transcricdo Nrf2, o que reduz a
expressdo de proteinas com acdo antioxidante, como a glutationa peroxidase e a
superéxido dismutase, bem como para as enzimas detoxificantes glutationa-S-
transferase-1 e hemeoxigenase-1, contribuindo para o estresse oxidativo (LI et al.,
2014; OLECHNOWICZ et al., 2018; PRASAD, 2014).

A literatura tem mostrado que a deficiéncia em zinco contribui para o
descontrole glicémico, o que pode indiretamente potencializar o estresse oxidativo em
individuos obesos. Essa condicéo nutricional reduz a fosforilagdo da subunidade do
receptor de insulina, prejudicando a ativacao da fosfatidilinositol proteina 3-quinase e
da proteina quinase B ou Akt, 0 que limita a captacdo de glicose pelas células,
promovendo hiperglicemia, e consequentemente, producdo de espécies reativas
(CAPDOR et al., 2013; MARREIRO et al., 2017; VARDATSIKOS et al., 2013).

Deve-se chamar atencéo para o fato de que a deficiéncia em zinco também
induz estresse oxidativo por promover a ativacdo de vias proé-inflamatérias. Nesse
sentido, a literatura mostra que o zinco parece regular a transcricdo do fator nuclear

kappa B, por meio da proteina antiinflamatoria A20 e da via de sinalizagéo do receptor
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ativado por proliferador de peroxissoma-a (PPAR-a) (OLECHNOWICZ et al., 2018;
PRASAD, 2014).

Além disso, 0 zinco atua como inibidor do NMDA, receptor envolvido no
transporte de calcio do meio extracelular para o citosol de células neuronais. A
deficiéncia nesse mineral promove a ativacdo do NMDA e aumento excessivo da
concentracdo intracelular de célcio, promovendo liberacdo de substancia P pelas
células neuronais. Este mediador neural ativa leucécitos e macrofagos, que
aumentam a liberacdo de citocinas inflamatérias e a producédo de radicais livres
(OTEIZA, 2012).

Destaca-se que a além da inflamacao e descontrole glicémico, a deficiéncia
em zinco favorece o estresse oxidativo por prejudicar o metabolismo lipidico, pois esse
nutriente atua na transcricdo da proteina de ligacdo do elemento regulatério de esterol
1c, proteina que regula a transcri¢do de genes envolvidos na sintese lipidica no figado,
como acetil-CoA carboxilase 1, acido graxo sintase e estearoil-CoA dessaturase-1 (LI
et al., 2013; OLECHNOWICZ et al., 2018).

O zinco atua ainda na sinalizacdo do PPAR, que controla a expressao de
genes envolvidos na adipogénese, metabolismo lipidico e inflamag&o, sendo sua
deficiéncia associada ao comprometimento da funcdo desse complexo fator de
transcricdo (AHMADIAN et al., 2013; LI et al., 2013; OLECHNOWICZ et al., 2018).
Assim, a deficiéncia em zinco pode prejudicar tanto o metabolismo lipidico no figado,
guanto a funcao anti-inflamatéria desse nutriente, o que contribui para ativar vias
envolvidas na geragcdo do estresse oxidativo. A figura 06 mostra o impacto da

deficiéncia em zinco na indugéo do estresse oxidativo na obesidade.
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Figura 06 — Impacto da deficiéncia em zinco na indug&o do estresse oxidativo na
obesidade.
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Legenda: A20: proteina A20; EROs: espécies reativas de oxigénio; GPx: glutationa peroxidase; GSH:
y-glutamilcisteinilglicina; H202: peroxido de hidrogénio; NMDR: N-metil-D-aspartato; NRF2: fator
nuclear eritréide associado ao fator 2; PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma; SOD:
seuperoéxido dismutase.

Fonte: Adaptado de Marreiro et al. (2017).

Diante da complexidade dos aspectos bioquimicos e moleculares envolvidos
na patogénese da obesidade, da existéncia de alteracbes metabdlicas importantes
nessa doenca, a exemplo do estresse oxidativo, bem como a deficiéncia de alguns
minerais nesse grupo populacional, este estudo teve como objetivo avaliar a
associacdo entre biomarcadores minerais (magnésio, selénio e zinco) e a defesa
antioxidante na perspectiva da obtencdo de respostas cientificas mais consistentes
sobre a efetiva participacédo de tais nutrientes no controle de disturbios relevantes

associados a obesidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo entre biomarcadores minerais (magnésio, selénio e

zinco) e o sistema de defesa antioxidante em mulheres obesas.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a adiposidade corporal e visceral;

e Estimar o consumo alimentar de energia, macronutrientes, magnésio, selénio e
zinco;

e Analisar parametros do controle glicémico e perfil lipidico;

e Determinar as concentracfes plasmaticas, eritrocitarias e urinarias de magnésio,
selénio e zinco;

e Determinar a atividade eritrocitaria de enzimas do sistema de defesa antioxidante;

e Analisar as concentracbes séricas de leptina e cortisol e plasmaticas de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacédo do Estudo e Protocolo Experimental

Estudo transversal envolvendo mulheres com idade entre 20 e 50 anos, que
foram distribuidas em: obesas (mulheres com indice de massa corpérea (IMC) = 35
kg/m?2) e eutréficas (mulheres com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?). A amostra foi definida
por meio de amostragem por conveniéncia, sendo as participantes recrutadas a partir
da demanda espontanea de ambulatérios clinicos localizados no centro da cidade de
Teresina — PI, com idade e situacdo sécioecondmica semelhante entre 0os grupos.

O ambulatério clinico, local de atendimento da populacdo-fonte das
participantes do estudo, realiza atendimentos de diversas especialidades clinicas,
sendo frequentados por individuos de ambos o0s sexos com idades variadas, com
destaque na area de endocrinologia, o que torna elevada a frequéncia de
atendimentos a pacientes obesos. As mulheres constantes na amostra do presente
estudo foram selecionadas a partir dessa populacéao.

As participantes do estudo foram selecionadas por meio de entrevista,
considerando os seguintes critérios de exclusdo: gestante ou lactante; poés-
menopausa; participantes de outros estudos clinico; presenca de comorbidades como
diabetes mellitus, doenca renal crbnica, cancer e infeccbes recentes. Foram também
excluidas mulheres em uso de suplemento vitaminico-mineral ou medicamentos que
pudessem interferir no estado nutricional relativo aos minerais; fumantes e que
apresentassem ingestdo de alcool de forma crbnica, sendo tais informacdes
autorreferidas pelas participantes.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, sob nimero de parecer 2.014.100 (ANEXO A), conforme prevé a
Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) (BRASIL, 2012). As
participantes receberam informacdes detalhadas sobre a pesquisa com linguagem
adequada, conforme estabelece a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(BRASIL, 2012) e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido do estudo
(APENDICE A), elaborado de acordo com a “Declaragao de Helsinki Ill”, capitulo 50,
paragrafos 50.20/27, que trata da protecdo dos participantes e orienta procedimentos

referentes as pesquisas que necessitam de experiéncias com humanos. Logo apoés
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foi preenchida uma ficha de cadastro com as informacdes das participantes
(APENDICE B).

Posteriormente, foram entregues formularios para o registro alimentar
(APENDICE C) e material para coleta da urina de 24 horas (APENDICE D), bem como
foram agendadas datas (1 semana depois da entrevista) para obtengcéo das medidas
antropométricas (peso corporal, estatura e circunferéncia da cintura, do pescoco e do
quadril), coleta de sangue e entrega do registro alimentar e urina de 24 horas. O
fluxograma com os procedimentos realizados no estudo estd esquematizado na

Figura 7.

Figura 7: Fluxograma dos procedimentos realizados com as participantes do estudo.

Entrevista e selecdo das participantes do estudo.

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

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

- Agendamento da coleta de sangue

- Obtencdo de medidas antropométricas e amostras de sangue;
- Recebimento do registro alimentar e da urina.

Andlise do consumo alimentar e dos parametros bioquimicos.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Avaliagdo Antropomeétrica

Para a avaliagdo antropométrica, foi aferido o peso corporal, estatura,
circunferéncia da cintura, do pescoco e do quadril, conforme metodologia descrita pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2004). Os dados antropométricos e demais informacoes

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

O peso corporal foi determinado utilizando uma balanca digital Plenna® (Séo
Paulo, Brasil), modelo SIM09190, com capacidade maxima de 180 Kg, graduada em
100 gramas, estando as participantes do estudo descalcas e usando roupas leves. A
estatura das participantes foi mensurada com estadidmetro marca Seca® (Sdo Paulo,
Brasil), graduado em centimetros e com barra vertical e fixa, para posicionamento
sobre a cabeca, estando as participantes descalcas, com 0s pés unidos, em posicao
ereta, olhando para frente. O peso e a estatura foram medidos em triplicata para cada
participante, sendo entdo obtida a média dessas medidas (NOLASCO, 1995).

4.2.2 indice de Massa Corporea

O IMC foi calculado a partir do peso da participante do estudo dividido por sua

estatura elevada ao quadrado, conforme a equacéo 1 (WHO, 2000).

Equacéo 1. indice de massa corporea.
IMC (kg/m?) = Peso atual (kg)
Estatura (m)?2

A classificacdo do estado nutricional a partir da distribuicdo do indice de massa
corporea foi realizada segundo a recomendacao da World Health Organization (WHO,
2000).

4.2.3 Circunferéncia da Cintura

A medida da circunferéncia da cintura foi realizada com as participantes em pé,
utilizando uma fita métrica ndo extensivel marca Seca® (Sdo Paulo, Brasil). Valores
de circunferéncia da cintura = 80 cm foram considerados como risco elevado para o

desenvolvimento de complicagdes relacionadas a obesidade (WHO, 2008).
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4.2.4 Circunferéncia do Quadril

Para o calculo da relacdo cintura-quadril, foi aferida a circunferéncia do
quadril. A medida da circunferéncia do quadril foi realizada com as participantes em
pé, utilizando uma fita métrica marca Seca® (Sdo Paulo, Brasil), flexivel e néo
extensivel, com precisdo de 0,1 centimetros. A fita foi colocada ao redor do quadril,
na area de maior diametro da regido glatea. As participantes ficaram em posicéo ereta,

bracos afastados do corpo e com 0s pés juntos.
4.2.5 Relacéo Cintura-Quadril

A relacéo cintura-quadril foi calculada a partir da circunferéncia da cintura da
participante dividido pela circunferéncia do quadril (WHO, 1998), segundo a formula
abaixo:

Equacéo 2. Relacéo cintura-quadril.

_CC (cm)
~ CQ (cm)

Legenda: RCQ = rela¢éo cintura-quadril; CC = circunferéncia da cintura; CQ = circunferéncia do quadril.

RCQ

Valores de relacao cintura-quadril = 0,85 foram considerados como risco para

doencas cardiovasculares (WHO, 1998).

4.2.6 Circunferéncia do Pescoco

A circunferéncia do pescoco foi aferida no ponto médio da coluna cervical até
0 meio-anterior do pescoco utilizando uma fita métrica marca Seca® (Sdo Paulo,
Brasil), flexivel e ndo extensivel, com precisdo de 0,1 centimetros (BEN-NOUN et al.,
2004).

4.2.7 Relagéo Cintura-Estatura
A relagao cintura-estatura foi calculada a partir da circunferéncia da cintura da

participante dividido pela estatura, segundo a formula a seguir (PITANGA; LESSA,
2006).
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Equacao 3. Relagéo cintura-estatura.
_ CC(cm)
" E (cm)

Legenda: RCE= relacao cintura-estatura; CC = circunferéncia da cintura; E = estatura.

RCE

4.2.8 indice de Conicidade
O indice de conicidade foi calculado usando a seguinte formula:

Equacéo 4. indice de conicidade.
B CC (cm)
~ 0,109VP (kg)/E (m)

Legenda: IC= indice de conicidade; CC = circunferéncia da cintura; P = peso; E = estatura.

Valores de indice de conicidade > 1,18 foram considerados como risco para
doencas cardiovasculares (PITANGA; LESSA, 2004).

4.2.9 indice de Formato Corporal

O indice de formato corporal foi calculado utilizando a férmula a seguir
(KRAKAUER; KRAKAUER, 2012):

Equacéo 5. indice de formato corporal.
o CC (m)
" IMC 2/3+P (kg)/E (m)

Legenda: IFC= indice de formato corporal; IMC= indice de massa corporal; CC = circunferéncia da

cintura; P = peso; E = estatura.

4.2.10 indice de Circularidade Corporal

O indice de circularidade corporal foi calculado por meio da formula:
Equacéo 6. indice de circularidade corporal.
ICC = 364,5- (365,5x¢e)

Legenda: ICC= indice de circularidade corporal; e = excentricidade.
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Onde excentricidade = V1- (CC [cm]/4m)/(0,5 x E[cm]). Valores de indice de
circularidade corporal > 5,00 foram considerados como risco para doencas
cardiovasculares (THOMAS et al., 2013).

4.2.11 Indice de Adiposidade Corporal

O indice de adiposidade corporal foi calculado a partir da formula: (BERGMAN
et al., 2011).

Equacéo 7. indice de adiposidade corporal.
IAC =(CC [cm]/E [m] 1,5) -18

Legenda: IAC= indice de adiposidade corporal; CC = circunferéncia da cintura; E = estatura.

4.2.12 indice de Adiposidade Visceral

O indice de adiposidade visceral foi calculado usando a seguinte formula
(AMATO et al., 2010):

Equacao 8. indice de adiposidade visceral.
IAV = (CC [cm]/36,58 + [1,89 x IMC]) x (TG [mmol/L]/0,81) x (1,52/HDL[mmol/L])

Legenda: IAV= indice de adiposidade visceral; CC = circunferéncia da cintura; IMC= indice de massa

corporal; TG = triglicerideos; HDL = lipoproteina de alta densidade.

4.3 Avaliacdo do Consumo Alimentar

O registro alimentar de trés dias foi o método utilizado para analise da ingestao
dietética, compreendendo dois dias alternados durante a semana e um dia no final
de semana. No momento da entrega dos formularios, as participantes foram
orientadas quanto a forma correta de anotar os alimentos, como discriminar os tipos
de refeicbes, preparacdes, porcionamentos, medidas caseiras, quantidades e
horérios em que as mesmas foram consumidas.

As quantidades de energia, macronutrientes e minerais foram calculadas por
meio do programa Nutwin, versdo 1.5 (UNIFESP, S&o Paulo, SP, Brasil) (ANCAO et

al., 2002). Os valores de EAR (Estimated Average Requirement) inclusos nas DRIs
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(Dietary Reference Intakes) foram utilizados como padrao de referéncia para verificar
adequacao na ingestdo destes nutrientes (IOM, 1997, 2000, 2001, 2005). Os
alimentos ndo encontrados no programa foram incluidos tomando por base a Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2017) e a Tabela de Composicéo de
Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011).

Os valores de referéncia utilizados para os minerais foram: 255 mg de
magneésio/dia para mulheres com idade de 19 a 30 anos e 265 mg de magnésio/dia
para aquelas com mais de 30 anos (IOM, 1997); 45ug de selénio/dia (I0OM, 2000) e
6,8 mg de zinco/dia (IOM, 2001).

Os valores da ingestdo de energia, macronutrientes e minerais foram
inseridos na plataforma online Multiple Source Method (MSM), versao 1.0.1, para
ajustes da variabilidade intrapessoal e interpessoal, corrigida por técnicas de
modelagem estatistica, bem como para estimativa do consumo alimentar habitual
desses nutrientes, por meio de analise de regresséo logistica (HAUBROCK et al.,
2011; LAUREANO et al., 2016; MSM, 2011; SOUVEREIN et al., 2011). Este programa
foi acessado por meio do website MSM (https://nugo.dife.de/msm/).

Os valores dietéticos de macronutrientes e minerais também foram ajustados
em relacdo a energia por meio do método residual, evitando distor¢bes geradas por
diferengas no consumo energético. Apos verificar a normalidade da distribuicdo dos
dados, os valores de ingestédo foram ajustados em relacédo a energia pelo calculo do
nutriente (FISBERG et al., 2005; JAIME et al., 2003; WILLETT; STAMPFER, 1986).

4.3.1 Anéalise dos Dados Dietéticos

Apos verificar a normalidade da distribuicdo dos minerais, os valores de
ingestdo foram ajustados em relacéo a energia pelo calculo do nutriente e corrigidos
pela variabilidade intrapessoal e interpessoal, evitando distor¢cbes geradas por
diferencas no consumo energético (FISBERG et al., 2005; JAIME et al., 2003;
WILLETT; STAMPFER, 1986). O calculo possui quatro etapas:

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

o individuo deveria consumir com a sua media de consumo de energia.
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[ Equacéo 9 : Ye = 3o + B1x médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
Bo = intercepto da regressao linear simples

B1=tangente

O residuo da regressédo (Yr) representa a diferenca entre a ingestao atual

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

[ Equacéao 10: Yr=Yo - Ye ]

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

populacao de estudo.

[ Equacédo 11 : Yc = Bo + (B1x médiado consumo energético da populacéo) ]

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

de energia consumida.

[ Equacéo 12: Ya=Yr+Yc ]

ApGs o ajuste por energia, os valores dos minerais foram corrigidos pela
variabilidade intrapessoal e interpessoal. Foi feita a andlise de variancia One-way
ANOVA, para se obter o coeficiente de correlacdo corrigido pela variacao intrapessoal
e interpessoal. Por meio da média quadratica intrapessoal fornecida pela ANOVA tem
se o valor da variancia intrapessoal (Sintra?), inerentes ao consumo de zinco (SLATER;
MARCHIONI; FISBERG, 2004).

[ Sintra2= MQintra ]

Onde,

MQintra = Média quadréatica intrapessoal
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Além da variancia intrapessoal também foi calculada a variancia interpessoal
(Sinterz)i

[ Sinter2 = (MQinter' Sintraz) / K ]

Onde,
MQinter= Média quadrética interpessoal

K = nimero de dias de aplicacdo de inquérito alimentar

Em seguida, foi calculado a variancia total (Sobs) da distribuicdo observada,
que é dada pela diferenca das variancias intra e interpessoal:

[ Sobs = Sinter2 - Sintraz/K ]

Onde,
Sobs= Variancia total
Sintra = Variancia intrapessoal

Sinter= Variancia interpessoal

Posteriormente, para remover a variancia intrapessoal, foi utilizada a equacéo
proposta pelo US National Academy of Science Subcommittee on Criteria for Dietary

Evacuation:

[ Valor ajustado do nutriente = média + (x1— média) X Sinter/ Sobs ]

Onde:
Média = valor médio de ingestdo do grupo

x1 = valor de ingestéo de cada individuo

Utilizando a férmula acima foi feita a distribuicdo dos minerais ajustado do
grupo, com reducado do desvio padrédo. A EAR utilizada foi utilizada para as mulheres
na faixa etaria entre 19 e 50 anos (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997; 2000; 2001,
2005).
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4.4 Coleta do Material Bioldgico

Amostras de 18,5 mL de sangue venoso foram coletadas no periodo da
manha, entre 7 e 9 horas, estando as participantes em jejum minimo de 12 horas.
Foram fornecidos frascos desmineralizados para a coleta de urina de 24h, que foram
pesados antes e apds a coleta em balanca semianalitica (Marte, modelo AS 5000,
Séo Paulo, SP, Brasil) para a determinacédo do volume urinario a partir da densidade.
Em seguida, foram retirados 8 mL de urina e distribuidos em quatro microtubos de
polipropileno, que foram armazenados em freezer a -20°C para posterior analise dos
minerais zinco e selénio. O volume restante foi acidificado com acido cloridrico a 3
mol/L e homogeneizado para evitar a precipitacdo do magnésio e para melhor
preservacao do mineral na urina (ELIN, 1987). Posteriormente, foram retirados 4 mL
de urina e distribuidos em dois microtubos, os quais foram conservados em freezer a
-20°C.

4.5 Determinacdo dos Parametros Bioquimicos dos Minerais

4.5.1 Controle da Contaminacao e Preparo dos Reagentes

A fim de garantir o controle de contaminacdo por minerais, toda a vidraria e
material de polipropileno utilizados para as analises foram desmineralizados segundo
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (1985). Os reagentes foram preparados e diluidos
em agua livre de ions processada pelo Milli-Q®Water System (Millipore,
Massachusetts, EUA).

4.5.2 Separacdo dos Componentes do Sangue

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

Para separacdo dos eritrocitos, e subsequente determinacdo dos minerais,
foram utilizados os métodos propostos por Whitehouse et al. (1982). A massa

eritrocitaria foi lavada 3 vezes com 5 mL de solugéo salina isotdnica (NaCl a 0,9%),
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sendo cuidadosamente homogeneizada por inversdo e centrifugada (CIENTEC®
4K15, Séo Paulo, Brasil) a 2493xg por 10 minutos e o sobrenadante aspirado e
descartado. Apos a ultima centrifugacédo, a solucéo salina foi descartada e a massa
eritrocitaria foi extraida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica e
transferida para microtubos, que foram mantidos a temperatura de — 20°C para analise
posterior.

4.5.3 Determinacdo dos Parametros Bioquimicos do Magnésio, Selénio e Zinco

As analises das concentracdes plasmaticas, eritrocitarias e urinéarias foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Emissédo Atdmica - Embrapa (Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo), localizado em Sete Lagoas — Minas Gerais.
A andlise elementar dos minerais foi realizada em espectrdmetro de plasma
indutivamente acoplado - Espectrometria de Emissdo Optica com uma configuracéo
de vista axial e um nebulizador V-Groove (720 ICP/OES, Varian Inc., California,
Estados Unidos) utilizando sistema de gerador de hidretos (NABH 4) montado sobre
uma plataforma V-Groove com nebulizador do tipo Babington, com orificio de gas de
70 mm acoplado (BLAZEWICZ et al., 2015; HARRINGTON et al., 2014; NIEDZIELSKI;
SIEPAK, 2003). O aparelho foi configurado com as seguintes condi¢cdes
experimentais: Poténcia: 1,4 kW; Fluxo de plasma (gas): 15 L/min; Fluxo de gas
auxiliar: 1,5 L/min; Tipo de camara de spray: ciclénica; e Fluxo do nebulizador: 0,7
L/min.

As amostras de plasma foram diluidas em 1:20 (v/v) da seguinte forma: 3,0%
(m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNO 3. As
amostras de eritrocitos/papa de hemacias foram diluidas em 1:60 (v/v) da seguinte
forma: 3,0% (m/v) 1-butanol, 0,2% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% (v/v)
HNO 3. Todos os padrbes foram preparados da mesma forma que as amostras. As
curvas de calibracdo foram preparadas nas seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 20, 50
e 100 pg/L em solugdes diluentes contendo 3,0% (m/v) 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA
(surfactante de alta pureza) e 0,05% (v/v) HNO 3.

Os limites de deteccédo foram determinados a partir da equacgao: 3 x desvio
padrao de 10 medi¢des do branco, dividido pela declividade da curva de calibragéo.
Amostras de material de referéncia certificado (Seronorm ® Oligoelement Serum,

Noruega) foram determinadas para validar as medi¢cGes analiticas em ICP-OES.
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Os valores de referéncia adotados foram: 0,75 a 1,05 mmol/L para magnésio
plasmatico (TOPF; MURRAY, 2003), 1,65 a 2,65 mmol/L para magnésio eritrocitério,
3,00 a 5,00 mmol/dia para magnésio urinario (TIETZ, 1995), 75 a 110 ug/dL para zinco
plasmatico (GIBSON, 2005), 40 a 44 ug/gHb para zinco eritrocitario (GUTHRIE;
PICCIANO, 1994), 300-600 pg/24 horas para zinco urinario (GIBSON, 2005), 80 a 95
Mg/L para selénio plasmatico (para maximizacao da atividade da glutationa peroxidase
plasmatica) (THOMSON, 2004) e 0,18 a 0,55 ug/gHb para selénio eritrocitario
(VITOUX; ARNAUD; CHAPPUIS, 1999).

4.5.4 Determinacéo da Concentracdo de Hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina na massa eritrocitaria foi determinada
conforme o método da cianometahemoglobina, para expressar as concentracdes de
minerais eritrocitarios (VAN ASSENDELFT, 1972). Esse método se baseia na reagcao
de oxidacdo do Fe*? do grupo heme da hemoglobina pelo ferricianeto, e posterior
reacao com o cianeto de potassio para formar cianeto de hemoglobina. Inicialmente,
em um microtubo contendo 300 pL de massa eritrocitaria foi adicionado 900 pL de
agua ultrapura, perfazendo um lisado com propor¢ao 1:4. Em seguida, a uma aliquota
de 20 pL desse lisado foi acrescentado 5 mL de solug&o de Drabkin (Labtest ®, Brasil).
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro UV visivel (Bel Photonics

®, SP1102) considerando o comprimento de onda de 540 nm.

4.6 Determinacédo da Atividade de Enzimas Antioxidantes

A atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase nos
eritrocitos foi avaliada em analisador bioquimico automético (modelo Labmax 240,
Lagoa Santa, Mg, Brasil); utilizando-se kit Ransel 505 (Laboratério Randox, Crumlin,
Reino Unido), de acordo com metodologia proposta por Paglia e Valentine (1967) e kit
Ransod (Laboratorio Randox, Crumlin, Reino Unido), respectivamente, conforme
metodologia recomendada pelo fabricante. O método se baseia na reacdo em que a
glutationa peroxidase catalisa a oxidagc&o da glutationa reduzida por um hidroperoxido.
Na presenca de glutationa peroxidase e NADPH, a glutationa oxidada é
imediatamente convertida a forma reduzida com a oxida¢do concomitante do NADPH

em NADH+. A leitura das amostras foi realizada em absorbancia de 340 nm.
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Para determinacdo da glutationa peroxidase, foram adicionados a 50 pL da
amostra 1 mL do diluente fornecido pelo kit, e apds 5 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, adicionou-se 1 mL de drabkin concentrado. A concentracao de
hemoglobina do hemolisado foi determinada para expressar a atividade enzimatica
em unidades de enzima por grama de hemoglobina (U/g Hg). Foram usados os valores
de referéncia propostos pela Randox para atividade da glutationa peroxidase (27,5 a
73,6 U/gHQg) e superoxido dismutase (1.102 a 1.601 U/gHg).

A atividade da catalase foi determinada em espectrofotometro Bel Photonics
UV/Vis (modelo SF200DM, Osasco, SP, Brasil) a 240 nm, segundo método proposto
por Aebi (1984), que se baseia no decaimento da absorbancia decorrente da reducgao
de H202 a 4gua, pela catalase presente na amostra, medido durante tempo de 30
segundos. Para o meio de reacao, utilizou-se a solucao de peréxido de hidrogénio (30
mM) em tampdao fosfato de sédio e potassio 50 mM (pH 7,0). Em uma cubeta de
quartzo, foram adicionados 1 mL de solugéo de H202 e 2 mL da diluicdo da amostra.
A atividade enzimatica foi expressa em mmol de H202 consumido por minuto e grama

por grama de hemoglobina (mmol.min-t.gt/g Hb).

4.7 Determinacdo das Concentragdes Plasméticas de Substancias Reativas ao

Acido Tiobarbiturico

A determinacdo das concentracfes plasmaticas de TBARS foi realizada
segundo método proposto por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). A curva de calibracéo foi
preparada utilizando as concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 nmol/mL do reagente
padréao 1,1,3,3-tetraetoxiproprano (Sigma-Aldrich®).

Em microtubos contendo 200 pL de plasma e um com 200 yL de agua
destilada (branco), foram adicionados 350 pL de &cido acético pH 3,5 e 600 uL de
acido tiobarbiturico 0,5%, diluido em &cido acético. As amostras foram preparadas em
triplicata. Em seguida, os tubos foram incubados 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.

Apés o resfriamento, 50 pL de dodecil sulfato de soédio a 8,1% foram
adicionados aos tubos, procedendo-se a centrifugacao por 15 minutos a 13201xg a
25°C. O sobrenadante foi extraido e a absorbancia foi medida em comprimento de

onda de 532nm, utilizando espectrofotémetro Bel Photonics UV/Vis (modelo 1102,
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Osasco, SP, Brasil). Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido por

mL.

4.8 Determinacao de Parametros do Controle Glicémico

4.8.1 Concentracdo Sérica de Glicose de Jejum

As determinacdes das concentracfes séricas de glicose de jejum foram
realizadas por método enzimatico colorimétrico, utilizando-se os kits Labtest. Foram
considerados normais, os valores de glicose de jejum entre 75 e 99 mg/dL, segundo
os critérios definidos pela American Diabetes Association (ADA, 2017).

4.8.2 Concentracao Sérica de Insulina

As concentracdes séricas de insulina foram analisadas utilizando o método de
guimioluminescéncia, sendo considerados os valores de referéncia os valores entre 6
e 27 pU/mL.

4.8.3 Concentragdo Plasmatica de Hemoglobina Glicada

As concentracdes plasmaticas de hemoglobina glicada foram conduzidas pelo
método de cromatografia de troca ibnica, sendo os valores inferiores a 5,7%

considerados normais, segundo a American Diabetes Association (ADA, 2017).

4.8.4 Caracterizacao da Resisténcia a Insulina

A férmula: (insulina [pU/mL] x glicose [mmol/L])/22,5 foi utilizada para o céalculo
dos valores de Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance (HOMA-IR). O
indice HOMA-B foi calculado usando o programa HOMA Calculator, Versdo 2.2.3,
2017. Foi considerado que valores de HOMA-IR acima de 2,71 ou do HOMA-3 acima
de 1,8 eram indicativos de resisténcia a insulina (MATTHEWS et al., 1985; WALLACE
et al., 2004).
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4.9 Determinacgao do Perfil Lipidico

As concentracdes séricas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
VLDL e triglicérideos foram conduzidas segundo método enzimatico colorimétrico, em
analisador bioquimico automatico Cobas Integra (Roche Diagnostics, Brasil),
utilizando kits Roche. A fracdo LDL-colesterol foi calculada de acordo com a formula
de Friedwald et al. (1972): LDL-c = CT — HDL-c - TG/5, sendo valida para valores de
triglicérides até 400 mg/dL. A fracdo ndo-HDL-colesterol foi calculada por meio da
diferenca entre os valores de colesterol total e HDL-colesterol. Os valores para lipidios
séricos definidos na Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao
da Aterosclerose — 2017 foram utilizados como padréao de referéncia (FALUDI et al.,
2017).

4.10 Determinacédo das Concentracfes Séricas de Cortisol e Leptina

A avaliacdo da concentracéo de cortisol sérico foi realizada pelo método de
eletroquimioluminescéncia, utilizando como padréo de referéncia valores entre 6,23 —
18,01 pg/dL no turno da manhd (NIEMAN et al., 2008). A determinagdo da
concentracéo sérica de leptina foi conduzida segundo método de radioimunoensaio,

utilizando kit Elisa.

4.11 Anélise Estatistica

4.11.1 Tratamento a dados faltantes

Considerando o nimero de dados ausentes no banco de dados, sendo 4,8%
no grupo controle e 15,8% no grupo de obesas, optou-se por realizar um processo de
imputagdo de dados, com o objetivo de “completar” o banco e possibilitar a analise
com todos os individuos do estudo. O método imputacdo Unica foi utilizado para o
grupo de variaveis com dados ausentes menores que 15%, e a imputagdo multipla,
guando houve mais de 15% de perda de dados, segundo Harrel Jr. (2001).

As imputacdes Unica e multipla foram realizadas pelo método Predictive Mean
Matching (PMM), o qual é indicado para variaveis quantitativas. Para imputacgdo Unica

por meio deste método, foram conduzidas trés etapas (LITTLE, 1988): (1) estimacao
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de um modelo de regressdo, sendo que a variavel de interesse (a imputar) foi a
variavel resposta e as variaveis recolhidas restantes foram as explicativas; (2)
estimacéao do valor da variavel de interesse para os sujeitos com o dado omisso; (3)
emparelhamento do valor da variavel de interesse predito, para os sujeitos com o dado
omisso, com o valor ajustado mais proximo (feito a partir do célculo da distancia
euclidiana). No caso em que houve mais de um valor ajustado com distancia igual a
distancia minima encontrada, foi escolhido aleatoriamente o valor a imputar, dentre 0os
que sofreram empate.

A imputacdo multipla por PMM foi baseada nos mesmos principios que a
anteriormente descrita, exceto que em vez de se gerar apenas um valor, foram
gerados varios. Depois de realizadas as imputacfes multiplas, as estimativas gerais
para os valores foram obtidas pela média dos valores imputados (m=5). Como os
métodos de imputacao usados neste estudo sdo baseados em analise de regressao
linear, foi necessério definir variaveis que seriam usadas para imputacdo. Sob a
suposi¢éo de que os dados ausentes tém mecanismo de ndo-resposta MAR (Missing
at Random), variaveis explicativas que tinham uma relagdo mais proxima com as
variaveis respostas foram incluidas nos modelos.

Para realizar as imputacdes Unicas e as imputacdes multiplas, foram utilizadas
a funcédo criada por Andreozzi (2013) e o pacote Multivariate Imputation by Chained
Equations (MICE), respectivamente. Ambos o0s processos foram realizados no
programa R (R Development Core Team, 2019).

4.11.2 Andlise dos Dados

A pressuposicao de normalidade das varidveis foi avaliada por meio do teste
de Kolmogorov-Sminorv e teste Shapiro-Wilk. A comparacdo entre os grupos foi
conduzida utilizando os testes t de Student ou Mann-Whitney, dependendo da
normalidade dos dados. A andlise de correlacdo entre as variaveis foi realizada por
meio dos coeficientes de Pearson ou Spearman. A analise de regressdo multipla foi
utilizada para identificacdo dos fatores associados ao estresse oxidativo. Os testes

foram considerados significativos quando os valores de p < 0,05.
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4.12 Apresentacéo dos Resultados

Os resultados da tese serdo apresentados em capitulos, nos quais constam

trés artigos em formato exigido pelos periédicos escolhidos.
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IMPACTO DA DEFICIENCIA DOS MINERAIS (MAGNESIO, SELENIO E ZINCO) NO
SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE EM MULHERES OBESAS

Ana Raquel Soares de Oliveira; Kyria Jayanne Climaco Cruz; Jennifer Beatriz Silva
Morais; Loanne Rocha dos Santos; Stéfany Rodrigues de Sousa Melo; Larissa Cristina
Fontenelle; Suelem Torres de Freitas; Gustavo Santos de Sousa; Carla Soraya Costa
Maia; Emidio Margques de Matos Neto; Francisco Erasmo de Oliveira; Silvana Auxiliadora
Bordin da Silva; Carlos Henrique Nery Costa; Gilberto Simeone Henriques; Dilina do

Nascimento Marreiro.

Resumo

A literatura tem evidenciado deficiéncia em magnésio, selénio e zinco em individuos com
obesidade, com prejuizo na realizacdo de suas funcdes fisiologicas, o0 que parece
comprometer o sistema de defesa antioxidante endégeno em organismos obesos. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da deficiéncia dos minerais (magnésio, selénio
e zinco) no sistema de defesa antioxidante em mulheres obesas. Foi conduzido estudo
transversal envolvendo mulheres que foram distribuidas em dois grupos: obesas com indice
de massa corporea = 35 kg/m? (n=63) e mulheres eutroficas com indice de massa corpoérea
entre 18,5 e 24,9 kg/m? (n=77). Foram conduzidas as determinacdes da glicose de jejum,
hemoglobina glicada, insulina de jejum e lipidios séricos. O Homeostasis Model
Assessment Insulin Resistance e o Homeostasis Model Assessment - 3 foram calculados.
As analises de cortisol sérico, leptina plasmatica, concentracfes plasmaticas de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, atividade das enzimas superéxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase nos eritrocitos foi realizada. A andlise da ingestdo de
energia, macronutrientes, magnésio, zinco e selénio e a determinacdo das concentracdes
plasmaticas, eritrocitarias e urinarias destes minerais foram conduzidas. As mulheres
obesas possuiam concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de magnésio, selénio e zinco
reduzidas e valores de excre¢do urinaria aumentados, quando comparadas ao grupo
controle (p<0,05). As participantes obesas apresentaram concentracdes plasmaticas
elevadas de TBARS e atividade reduzida da enzima superéxido dismutase nos eritrgcitos.
O estudo revelou associacdo positiva entre as concentracdes eritrocitarias de zinco e
selénio e a atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase
eritrocitarias nas mulheres obesas (p < 0,05). Aléem disso, a analise de regresséo identificou

associacao positiva significativa entre a insulina sérica e a enzima glutationa peroxidase,
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sendo esta dependente do selénio dietético (p<0,05). As pacientes obesas apresentam
deficiéncia em magnésio, selénio e zinco, o que parece prejudicar a capacidade do sistema
de defesa antioxidante e, consequentemente, contribuir para acentuar desordens

metabdlicas importantes nessas pacientes, a exemplo do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Obesidade. Magnésio. Selénio. Zinco. Antioxidantes. Estresse Oxidativo.
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Introducéo

A obesidade é uma pandemia que se associa a manifestacdo de diversas doencas,
como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e cancer. Estima-se que, em 2025,
aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso, e mais de 700 milhdes,
com obesidade. No Brasil, atualmente, mais de 50% da populagéo apresentam excesso de
peso corporal (ABESO, 2019).

O excesso de tecido adiposo, em particular na regido abdominal, induz o
desenvolvimento de um estado pro-inflamatério crénico, caracterizado pela secrecdo
aumentada de adipocitocinas e de acidos graxos livres circulantes, favorecendo o acumulo
ectopico de lipidios em individuos obesos. Tais alterac6es constituem a disfuncionalidade
do tecido adiposo, que contribui para a manifestacdo de desordens metabdlicas nessa
doenca, como o estresse oxidativo (BLUHER, 2009; BRAY, 2018; FERNANDEZ-SANCHEZ
et al., 2011; GOOSSENS, 2017).

Os mecanismos envolvidos na inducdo do estresse oxidativo na obesidade nao
estdo completamente esclarecidos. Estudos sobre o tema mostram o envolvimento da
inflamacdo crbnica de baixo grau, de microRNAs e enzimas pro-oxidantes. De forma
simultanea, reducdo na atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante endégeno
e alteracdes observadas no metabolismo de vitaminas e minerais também contribuem para
a inducéo do estresse oxidativo nessa doenca (AMIRKHIZI et al., 2014; BAEZ-DUARTE et
al., 2012; GUERRERO et al., 2015; MOHSENI et al., 2018; SARMIENTO et al., 2014; ZHOU
et al., 2015).

Associado a isso, pesquisas tém identificado deficiéncias nutricionais em individuos
obesos, mais especificamente dos minerais magnésio, selénio e zinco. Estes nutrientes
destacam-se por exercerem funcdes importantes no sistema de defesa contra espécies
reativas, atuando como cofatores de enzimas antioxidantes ou auxiliando no funcionamento
adequado desse sistema. Dessa forma, a deficiéncia nestes minerais parece favorecer
alteracdes bioquimicas relevantes para a manifestacdo do estresse oxidativo nesses
pacientes (CRUZ et al., 2014; FEITOSA et al., 2018; MARREIRO et al., 2017; MORAIS et
al., 2017; MORAIS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

A deficiéncia em magnésio, selénio e zinco também pode contribuir para o estresse
oxidativo sistémico de forma indireta, por meio de altera¢cdes metabdlicas que aumentam a
atividade de enzimas pro-oxidantes, a exemplo da hiperglicemia crbnica, resisténcia a

insulina, alteracbes no perfil lipidico e hiperleptinemia. Dessa forma, ocorre producao
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excessiva de espécies reativas, favorecendo o dano oxidativo (CRUZ et al., 2014; MORAIS
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015).

Nessa perspectiva, considerando a existéncia de deficiéncia em micronutrientes em
individuos obesos, bem como da importancia destes na protecdo ou controle de
repercussdes metabdlicas e clinicas associadas ao excesso de peso, torna-se necessarias
a obtencdo de respostas cientificas mais consistentes sobre o papel desses nutrientes na
protecdo contra o estresse oxidativo na obesidade. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar
o impacto da deficiéncia em magnésio, selénio e zinco no sistema de defesa antioxidante

em mulheres obesas.

Métodos

Estudo transversal envolvendo mulheres, com idade entre 20 e 50 anos, que foram
distribuidas em dois grupos: mulheres com indice de massa corpérea (IMC) = 35 kg/m?
(obesas n=63) e mulheres com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/mz; (eutréficas n=77). A amostra
foi definida por meio de amostragem por conveniéncia, sendo as participantes recrutadas
a partir da demanda espontanea de ambulatérios clinicos localizados no centro da cidade
de Teresina — PI, com idade e situacdo sécioecondmica semelhante entre os grupos.

O ambulatério clinico, local de atendimento da populacdo-fonte das participantes
do estudo, realiza atendimentos de diversas especialidades clinicas, sendo frequentados
por individuos de ambos os sexos com idades variadas, com destaque na area de
endocrinologia, 0 que torna elevada a fequencia de atendimentos a pacientes obesos.
Portanto, as mulheres constantes na amostra do presente estudo foram selecionadas a
partir dessa populacao.

As patrticipantes do estudo foram selecionadas por meio de entrevista, considerando
0s seguintes critérios de exclusdo: gestante ou lactante; p6s-menopausa; participando de
outro estudo clinico; presenca de comorbidades como diabetes mellitus, doenca renal
cronica, cancer e infec¢cdes recentes. Foram também excluidas mulheres em uso de
suplemento vitaminico-mineral ou medicamentos que pudessem interferir no estado
nutricional relativo aos minerais; fumantes e que apresentassem ingestdo de alcool de
forma crbnica, sendo tais informacdes autorreferidas pelas participantes.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Piaui, sob numero de parecer 2.014.100 (BRASIL, 2012). As participantes assinaram

um termo de consentimento livre e esclarecido do estudo.
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Avaliacédo do Estado Nutricional

O peso corporal e estatura das participantes foram medidos segundo protocolo
proposto pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2004). O IMC foi calculado a partir do peso da
participante dividido por sua estatura elevada ao quadrado, e utilizaram-se as
recomendac¢des da Organizacdo Mundial de Saude para classificacdo do estado nutricional
(WHO, 2000).

Coleta do Material Biolégico

Amostras de 18,5 mL de sangue venoso foram coletadas no periodo da manha,
entre 7 e 9 horas, estando as participantes em jejum minimo de 12 horas. Foram fornecidos
frascos desmineralizados para a coleta de urina de 24h, que foram pesados antes e apés
a coleta em balanca semianalitica (Marte, modelo AS 5000, Sao Paulo, SP, Brasil) para a
determinacao do volume urinario a partir da densidade. Em seguida, foram retirados 8 mL
de urina e distribuidos em quatro microtubos de polipropileno, que foram armazenados em
freezer a -20°C para posterior analise dos minerais zinco e selénio. O volume restante foi
acidificado com acido cloridrico a 3 mol/L e homogeneizado para evitar a precipitagdo do
magnésio e para melhor preservacdo do mineral na urina (ELIN, 1987). Posteriormente,
foram retirados 4 mL de urina e distribuidos em dois microtubos, os quais foram

conservados em freezer a -20°C.

Determinacédo da Atividade de Enzimas Antioxidantes

A atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase nos
eritrocitos foi avaliada em analisador bioguimico automatico (modelo Labmax 240, Lagoa
Santa, Mg, Brasil); utilizando-se kit Ransel 505 (Laboratério Randox, Crumlin, Reino Unido),
de acordo com metodologia proposta por Paglia e Valentine (1967) e kit Ransod
(Laboratério Randox, Crumlin, Reino Unido), respectivamente, conforme metodologia
recomendada pelo fabricante. A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi
determinada para expressar a atividade enzimatica em unidades de enzima por grama de
hemoglobina (U/g Hg). Foram usados os valores de referéncia propostos pela Randox para
atividade da glutationa peroxidase (27,5 a 73,6 U/gHg) e superdxido dismutase (1.102 a
1.601 U/gHg).



Capitulo-1 90

A atividade da catalase foi determinada em espectrofotdmetro Bel Photonics UV/Vis
(modelo SF200DM, Osasco, SP, Brasil) a 240 nm, segundo método proposto por Aebi
(1984), que se baseia no decaimento da absorbancia decorrente da reducdo de H202 a
agua, pela catalase presente na amostra, medido durante tempo de 30 segundos. Para o
meio de reac¢do, utilizou-se a solucao de peroxido de hidrogénio (30 mM) em tampé&o fosfato
de sédio e potassio 50 mM (pH 7,0). Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 1 mL
de solucéo de H202 e 2 mL da diluicdo da amostra. A atividade enzimatica foi expressa em
mmol de H202 consumido por minuto e grama por grama de hemoglobina (mmol.min-t.g%/g
Hb).

Determinacdo das Concentracdes Plasmaticas de Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbitlrico

A determinacéo das concentracfes plasmaticas das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) foi realizada segundo método proposto por Ohkawa; Ohishi; Yagi
(1979). A curva de calibracdo foi preparada utilizando as concentracées de 0,5 a 8,0
nmol/mL do reagente padrdo 1,1,3,3-tetraetoxiproprano (Sigma-Aldrich®). A absorbancia
foi medida em comprimento de onda de 532nm, utilizando espectrofotometro Bel Photonics
UV/Vis (modelo 1102, Osasco, SP, Brasil).

Determinagéo de Parametros do Controle Glicémico

As determinacdes das concentracdes séricas de glicose de jejum foram realizadas
por método enzimético colorimétrico, utilizando-se os kits Labtest. Foram considerados
normais, os valores de glicose de jejum entre 75 e 99 mg/dL, segundo os critérios definidos
pela American Diabetes Association (ADA, 2017). As concentracdes séricas de insulina
foram analisadas utilizando o método de quimioluminescéncia, sendo considerados o0s
valores de referéncia entre 6 e 27 yU/mL. As concentracdes plasmaticas de hemoglobina
glicada foram conduzidas pelo método de cromatografia de troca ibnica, sendo os valores
inferiores a 5,7% considerados normais, segundo a American Diabetes Association (ADA,
2017).

A férmula: (insulina [uU/mL] x glicose [mmol/L])/22,5 foi utilizada para o célculo dos
valores de HOMA-IR. O indice HOMA-{ foi calculado usando o programa HOMA Calculator,
verséo 2.2.3 (HOMA Calculator, 2017). Valores de HOMA-IR acima de 2,71 ou do HOMA-
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B acima de 1,8 indicaram resisténcia a insulina (MATTHEWS et al., 1985; WALLACE et al.,
2004).

Determinagé&o do Perfil Lipidico

As concentracdes séricas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, VLDL
e triglicérideos foram conduzidas segundo método enziméatico colorimétrico, em analisador
bioguimico automético Cobas Integra (Roche Diagnostics, Brasil), utilizando kits Roche. A
fracdo LDL-colesterol foi calculada de acordo com a férmula de Friedwald et al. (1972):
LDL-c = CT — HDL-c - TG/5, sendo valida para valores de triglicérides até 400 mg/dL. A
fracdo ndo-HDL-colesterol foi calculada por meio da diferencga entre os valores de colesterol
total e HDL-colesterol. Os valores para lipidios séricos definidos na Atualizacdo da Diretriz
Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose — 2017 foram utilizados como
padrao de referéncia (FALUDI et al., 2017).

Determinacdo das Concentracfes Séricas de Cortisol e Leptina

A avaliacdo da concentracdo de cortisol sérico foi realizada pelo método de
eletroquimioluminescéncia, utilizando como padréo de referéncia valores entre 6,23 — 18,01
Mg/dL no turno da manha (NIEMAN et al.,, 2008). A determinagdo da concentragcao
plasmatica de leptina foi conduzida segundo método de radioimunoensaio, utilizando kit

Elisa.

Analise da Ingestdo Dietética do Magnésio, Selénio e Zinco

O registro alimentar de trés dias foi 0 método utilizado para analise da ingestao
dietética de energia, macronutrientes e minerais, que foi calculada por meio do programa
Nutwin, vers&o 1.5 (UNIFESP, S&o Paulo, SP, Brasil) (ANCAO et al., 2002). Os valores dos
requerimentos médiso estimados (EAR) inclusos na Ingestéo dietética de referéncia (DRIS)
foram utilizados como padrao de referéncia para verificar adequagédo na ingestao destes
nutrientes (IOM, 1997, 2000, 2001, 2005).

Os valores de referéncia utilizados para os minerais foram: 255 mg de magnésio/dia
para mulheres com idade de 19 a 30 anos e 265 mg de magnésio/dia para aguelas com
mais de 30 anos (IOM, 1997); 6,8 mg de zinco/dia (IOM, 2001) e 45ug de selénio/dia (IOM,
2000).
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Os valores da ingestao de energia, macronutrientes e minerais foram inseridos na
plataforma online Multiple Source Method (MSM), versdo 1.0.1, para ajustes da
variabilidade intrapessoal e interpessoal, corrigida por técnicas de modelagem estatistica,
bem como para estimativa do consumo alimentar habitual desses nutrientes, por meio de
analise de regresséo logistica (HAUBROCK et al., 2011; LAUREANO et al., 2016; MSM,
2011; SOUVEREIN et al., 2011). Este programa pode ser acessado por meio do website
MSM (https://nugo.dife.de/msm/).

Os valores dietéticos de macronutrientes e minerais também foram ajustados em
relacao a energia por meio do método residual, evitando distor¢des geradas por diferencas
no consumo energético. Apas verificar a normalidade da distribuicdo dos dados, os valores
de ingestao foram ajustados em relacdo a energia pelo célculo do nutriente (FISBERG et
al., 2005; JAIME et al., 2003; WILLETT; STAMPFER, 1986).

Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos do Magnésio, Selénio e Zinco

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

Para separacdo dos eritrocitos, foram utilizados os métodos propostos por
Whitehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria foi lavada trés vezes com 5 mL de solucéo
salina isotbnica (NaCl a 0,9%), sendo cuidadosamente homogeneizada por inversao e
centrifugada (CIENTEC® 4K15, Séo Paulo, Brasil) a 2493xg por 10 minutos a 4 °C e 0
sobrenadante aspirado e descartado. Apds a ultima centrifugacdo, a solucdo salina foi
descartada e a massa eritrocitaria extraida foi cuidadosamente transferida para microtubos,
gue foram mantidos a temperatura de — 20°C para andlise posterior.

As analises das concentracdes plasmaticas, eritrocitarias e urinarias foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Emissdo Atdmica - Embrapa (Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas — MG. A andlise elementar dos
minerais foi realizada em espectrometro de plasma indutivamente acoplado -
Espectrometria de Emiss&o Optica com uma configuracéo de vista axial € um nebulizador
V-Groove (720 ICP/OES, Varian Inc., Califérnia, Estados Unidos).

Os valores de referéncia adotados foram: 0,75 a 1,05 mmol/L para magnésio
plasmatico (TOPF; MURRAY, 2003), 1,65 a 2,65 mmol/L para magnésio eritrocitario, 3,00
a 5,00 mmol/dia para magnésio urinario (TIETZ, 1995), 75 a 110 pg/dL para zinco
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plasmatico (GIBSON, 2005), 40 a 44 ug/gHb para zinco eritrocitario (GUTHRIE; PICCIANO,
1994), 300-600 ug/24 horas para zinco urinario (GIBSON, 2005), 80 a 95 ug/L para selénio
plasmatico (para maximizacdo da atividade da glutationa peroxidase plasmatica)
(THOMSON, 2004) e 0,18 a 0,55 pg/gHb para selénio eritrocitario (VITOUX; ARNAUD;
CHAPPUIS, 1999).

Anélise Estatistica

Tratamento a dados faltantes

Considerando o niumero de dados ausentes no banco de dados, sendo 4,8% no
grupo controle e 15,8% no grupo de obesas, optou-se por realizar um processo de
imputacao de dados, com o objetivo de “completar” o banco e possibilitar a analise com
todos os individuos do estudo. O método imputacao Unica foi utilizado para o grupo de
varidveis com dados ausentes menores que 15%, e a imputacdo mdultipla, quando houve
mais de 15% de perda de dados, segundo Harrel Jr. (2001).

As imputacBes Unica e multipla foram realizadas pelo método Predictive Mean
Matching (PMM), o qual é indicado para variaveis quantitativas. Para imputacdo Unica por
meio deste método, foram conduzidas trés etapas (LITTLE, 1988): (1) estimacdo de um
modelo de regressédo, sendo que a variavel de interesse (a imputar) foi a variavel resposta
e as variaveis recolhidas restantes foram as explicativas; (2) estimacéo do valor da variavel
de interesse para 0s sujeitos com o dado omisso; (3) emparelhamento do valor da variavel
de interesse predito, para 0s sujeitos com o dado omisso, com o valor ajustado mais
préximo (feito a partir do célculo da distancia euclidiana). No caso em que houve mais de
um valor ajustado com distancia igual a distancia minima encontrada, foi escolhido
aleatoriamente pelo programa o valor a imputar, dentre os que sofreram empate.

A imputacdo mudltipla por PMM foi baseada nos mesmos principios que a
anteriormente descrita, exceto que em vez de se gerar apenas um valor, foram gerados
varios. Depois de realizadas as imputacfes multiplas, as estimativas gerais para os valores
foram obtidas pela média dos valores imputados (m=5). Como os métodos de imputacao
usados neste estudo sdo baseados em analise de regressao linear, foi necessario definir
variaveis que seriam usadas para imputagdo. Sob a suposi¢do de que os dados ausentes
tém mecanismo de ndo-resposta MAR (Faltantes aleatorios - Missing at Random), variaveis
explicativas que tinham uma relagdo mais proxima com as variaveis respostas foram

incluidas nos modelos.
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Para realizar as imputagfes Unicas e as imputacdes multiplas, foram utilizadas a
funcao criada por Andreozzi (2013) e o pacote Multivariate Imputation by Chained Equations
(MICE), respectivamente. Ambos o0s processos foram realizados no programa R (R

Development Core Team, 2019).

Analise dos Dados

A pressuposicdo de normalidade das variaveis foi avaliada por meio do teste de
Kolmogorov-Sminorv e teste Shapiro-Wilk. A comparacao entre os grupos foi conduzida
utilizando os testes t de Student ou Mann-Whitney, dependendo da normalidade dos dados.
A andlise de correlacdo entre as variaveis foi realizada por meio dos coeficientes de
Pearson ou Spearman. A analise de regressdo multipla foi utilizada para identificacdo dos
fatores associados ao estresse oxidativo. Os testes foram considerados significativos

guando o valor de p < 0,05.

Resultados

A tabela 01 mostra os valores médios e desvios padrdes da idade e dos parametros
antropométricos utilizados na avaliacdo do estado nutricional do grupo controle e mulheres
com obesidade. Houve diferenca significativa entre 0s grupos para 0s parametros

antropométricos avaliados.
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Tabela 01 - Valores médios e desvios padrdes da idade e dos parametros antropométricos
das participantes do estudo. Teresina-Pl, 2019.

Mulheres Mulheres
R Eutroficas com Obesidade  Valor de
Parametros
(n=77) (n=63) p
Média + DP Média + DP

ldade (anos) 35,22 £ 7,95 34,30 £ 8,29 0,486
Peso corporal (kg) 56,19 5,59 107,13+ 15,78 ~ <0.001*
Estatura (m) 1,58 £ 0,06 1,61+ 0,06 0,027
IMC (kg/m?) 22,39 + 1,64 41,50 +594  <0,001*

*Valores significativamente diferentes entre grupo controle e obesas, teste t de Student ou teste Mann-
Whitney (p<0,05). IMC = indice de massa corpérea; DP = desvio padréo.

Em relacdo ao consumo alimentar, verificou-se que os valores médios de ingestao
de energia e selénio dietético foram superiores nas dietas das mulheres obesas em relacao
ao grupo controle (tabela 02).

Tabela 02 - Valores médios e desvios padrdes da ingestdo dietética de energia,

macronutrientes, magnésio, selénio e zinco das participantes do estudo. Teresina-Pl, 2019.

Mulheres Mulheres
B arAmetros Eutroéficas com Obesidade Valor de p
(n=77) (n=63)
Média + DP Média + DP
Energia (kcal) 1632,88 + 373,23 1744,21 + 284,05 0,025*
Carboidrato (%) 50,75+ 7,28 50,17 + 4,96 0,504
Proteina (%) 20,14 + 3,50 21,03 £ 3,32 0,162
Lipidio (%) 29,12 + 5,23 28,80 £ 2,97 0,650
Magnésio (mg/dia) 177,34 + 32,09 179,93 + 25,64 0,283
Selénio (ug/dia) 73,54 + 28,39 82,15 + 19,49 0,025*
Zinco (mg/dia) 11,31+ 3,15 12,28 + 2,83 0,062

*Valores significativamente diferentes entre grupo controle e obesas, teste t de Student ou teste Mann-
Whitney (p<0,05). DP = desvio padréo.
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A tabela 03 mostra que as mulheres obesas apresentaram concentracdes
plasmaticas e eritrocitarias reduzidas de magnésio, selénio e zinco, e valores urinarios

elevados desses minerais em relacédo ao grupo controle.

Tabela 03 - Valores médios e desvios padrdes dos parametros bioquimicos do magnésio,

zinco e selénio das participantes do estudo. Teresina-Pl, 2019.

Mulheres Mulheres
P arAmetros Eutroéficas com Obesidade  Valor de
(n=77) (n=63) P
Média £ DP Média £ DP
Magnésio plasmatico (mmol/L) 0,91+0,11 0,60+0,10 < 0,001
Magnésio eritrocitario (mmol/L) 2,30+ 0,24 1,57 +0,13 <0,001
Magnésio urinario (mmol/dia) 3,45+ 1,67 594 +1,86 < 0,001
Selénio plasmatico (ug/L) 78,89 £ 9,18 58,21 + 4,67 < 0,001
Selénio eritrocitario (ug/gHb) 0,38 £ 0,08 0,25+ 0,03 < 0,001
Selénio urinario (ug/dia) 42,53+ 4,61 67,7+ 7,32 < 0,001
Zinco plasmatico (ug/dL) 89,41 + 12,66 68,41 £ 5,37 < 0,001
Zinco eritrocitario (ug/gHb) 42,63 + 3,72 39,21 +5,24 < 0,001
Zinco urinario (ug/dia) 192,37 £ 92,87 353,12 £ 187,78 < 0,001

Valores significativamente diferentes entre grupo controle e obesas, teste t de Student ou teste Mann-Whitney

(p<0,05). DP = desvio padréo.

A tabela 04 mostra os valores médios de marcadores metabdlicos e atividade de
enzimas do sistema de defesa antioxidante avaliados nas participantes do estudo. As
mulheres obesas apresentaram concentracdes elevadas de triglicerideos, VLDL, fracéo
nao HDL-colesterol, leptina e TBARS, bem como valores reduzidos de HDL-colesterol e

atividade da superéxido dismutase, em relacdo as participantes eutréficas.
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Tabela 04 - Valores médios e desvios padrdoes de marcadores metabdlicos e atividade de
enzimas do sistema de defesa antioxidante das participantes do estudo. Teresina-Pl, 2019.

Mulheres Mulheres
Parametros Eutroficas com Obesidade  Valor de
(n=77) (n=63) p
Média + DP Média + DP

Glicose de jejum (mg/dL) 80,82 + 9,40 84,63 + 16,08 0,286
Insulina de jejum (uU/mL) 10,69 + 3,45 10,94 + 4,58 0,829
HOMA-IR 2,15+0,81 2,39 + 1,67 0,928
HOMA-B 1,34 + 0,62 1,40+ 0,61 0,897
HbAlc 5,04 + 0,53 5,21+0,70 0,367
Colesterol total (mg/dL) 191,12 + 28,50 195,63 £ 25,47 0,330
Triglicérides (mg/dL) 116,10 + 35,17 141,79 + 47,88 0,002*
VLDL (mg/dL) 23,22 + 7,03 28,40 £ 9,59 0,002*
LDL-c (mg/dL) 112,21 + 26,29 118,54 + 22,85 0,135
HDL-c (mg/dL) 55,69 + 10,93 48,70 £ 11,25 0,001~
N&o-HDL (mg/dL) 135,43 + 29,43 146,94 + 24,87 0,015*
Cortisol (ug/dL) 12,87 + 5,42 12,49 + 5,66 0,980
Leptina (ng/mL) 20,12 +11,86 115,12 + 64,39 <0,001*
TBARS (nmol/mL) 1,32+ 0,49 2,08 +0,48 < 0,001
SOD (U/gHb) 2926,33 £ 601,57 2394,15 £ 523,28 <0,001*
GPx (U/gHb) 43,01 £10,91 43,64 + 13,08 0,953
CAT (mmol.min-t.gl/g Hb) 2,48 +1,52 2,36 +1,31 0,634

*Valores significativamente diferentes entre grupo controle e obesas, teste t de Student ou teste Mann-
Whitney (p<0,05). HbAlc = hemoglobina glicada; HOMA-IR = Homeostasis Model Assessment Insulin
Resistance; HOMA-B = Homeostasis Model Assessment 3; CT= colesterol total; VLDL = lipoproteina de muito
baixa densidade; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; ndo-HDL =
colesterol ndo HDL; TBARS = substéncias reativas ao acido tiobarbiturico; GPx = glutationa peroxidase; SOD

= superoxido dismutase; CAT = catalase; DP = desvio padréo.

A tabela 05 apresenta a analise de correlacdo linear entre as concentracdes de
magnésio, selénio e zinco, e marcadores do estresse oxidativo nas mulheres obesas.
Verifica-se que houve correlacdo positiva entre as concentracdes de selénio e zinco no
eritrocito e a atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e superoxido

dismutase eritrocitarias nas mulheres obesas (p < 0,05).
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Tabela 05 — Analise de correlacdo linear simples entre as concentracdes de magnésio,
selénio e zinco, e marcadores de estresse oxidativo nas mulheres com obesidade.
Teresina-Pl, 2019.

CAT
R SOD (U/gHb) GPX (U/gHb) (mmol.min-t.g/g TBARS (nmol/mL)
Parametros
Hb)
r p r P r p r p
Mg dietético 0,144 0,250 -0,177 0,166 0,161 0,206 -0,163 0,202

Mg plasmético 0,054 0,673 -0,225 0,075 -0,126 0,326 -0,044 0,730
Mg eritrocitario 0,237 0,062 0,191 0,134 -0,204 0,109 0,048 0,706
Mg urinério -0,018 0,887 0,047 0,712 0,025 0,846 0,023 0,857
Se dietético 0,149 0,244 0,043 0,740 0,079 0,541 0,005 0,970
Se plasmatico -0,105 0,411 -0,145 0,258 -0,136 0,287 0,137 0,285
Se eritrocitério 0,448 <0,001* 0,724  <0,001* 0,240 0,058 -0,104 0,416
Se urinario 0,087 0,500 0,271 0,031* 0,027 0,834 -0,458  <0,001*
Zn dietético -0,050 0,698 0,178 0,162 0,031 0,809 0,092 0,475
Zn plasmatico 0,033 0,796 0,201 0,113 -0.033 0,145 0,258 0,184
Zn eritrocitario 0,272 0,031* 0,571  <0,001* 0,230 0,070 -0,145 0,258

Zn urinario 0,259 0,041~ 0,100 0,434 -0,193 0,130 -0,135 0,291

* Coeficiente de correlacé@o linear de Pearson ou Spearman (p<0,05). Mg = magnésio, Se = selénio; Zn =
zinco; TBARS = substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico; GPx = glutationa peroxidase; SOD = superédxido

dismutase; CAT = catalase.

A tabela 06 mostra a andlise de correlagdo linear entre as concentracbes de
magneésio, selénio e zinco, e marcadores de estresse oxidativo nas mulheres eutroficas.
Verifica-se que houve correlacdo positiva entre o zinco eritrocitario e atividade da
superéxido dismutase, e correlacdo negativa entre o selénio urinario e atividade desta
enzima antioxidante. Nas mulheres eutréficas, o selénio plasmatico e o zinco eritrocitario
se correlacionaram positivamente com a atividade da glutationa peroxidase eritrocitaria, e
foi verificada correlagdo negativa entre o zinco urinario e a enzima glutationa peroxidase.

Observa-se ainda que o zinco eritrocitario se correlacionou positivamente com a
atividade da catalase, bem como que o magnésio e o selénio urinario se correlacionaram
inversamente com a atividade desta enzima antioxidante. Aléem disso, houve correlacéo

positiva entre as concentragcdes urinarias de magnésio e zinco e os valores de TBARS.
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Tabela 06 — Analise de correlacdo linear simples entre as concentracfes de magnésio,
selénio e zinco, e marcadores de estresse oxidativo nas mulheres eutréficas. Teresina-PlI,
2019.

CAT

SOD (U/gHb) GPX (U/gHb) ) TBARS (nmol/mL)
Parametros (mmol.min-1.g-1/gHb)
r p r P r p r p
Mg dietético 0,071 0,538 -0,070 0,544 0,214 0,061 0,138 0,230

Mg plasmético -0,292 0,010* 0,036 0,758 -0,286 0,012  -0,097 0,402

Mg eritrocitario 0,183 0,111 -0,201 0,080 0,079 0,495 0,037 0,746
Mg urinério 0,066 0,668 -0,148 0,200 -0,249 0,029* 0,291 0,010*
Se dietético 0,138 0,232 0,005 0,964 0,222 0,052 -0,154 0,182
Se plasmatico 0,139 0,227 0,295 0,009* 0,117 0,313 -0,137 0,236
Se eritrocitério 0,161 0,162 0,221 0,054 0,163 0,157 -0,162 0,161
Se urinario -0,305 0,007* 0,090 0,439 -0,240 0,035*  -0,205 0,074
Zn dietético 0,084 0,469 -0,003 0,977 -0,209 0,068 0,025 0,831

Zn plasmatico 0,018 0,874 0,033 0,777 -0.237 0,038*  -0,048 0,680
Zn eritrocitario 0,319 0,005* 0,273 0,016~ 0,230 0,044  -0,091 0,432

Zn urinério 0,066 0,569 -0,298 0,009* -0,193 -0,179 0,118 0,013*

* Coeficiente de correlacdo linear de Pearson ou Spearman (p<0,05). Mg = magnésio, Se = selénio; Zn =
zinco; TBARS = substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico; GPx = glutationa peroxidase; SOD = superédxido

dismutase; CAT = catalase.

Quanto as analises de correlacédo conduzidas entre o estado nutricional relativo aos
minerais e os parametros do controle glicEmico nas mulheres obesas avaliadas, observou-
se correlagéo positiva significativa entre insulina de jejum e magnésio urinario (r = 0,316; p
=0,011), zinco urinario (r = 0,304; p = 0,015) e selénio dietético (r = 0,295; p = 0,019). Além
disso, verificou-se correlacdo positiva entre HOMA-IR e as concentra¢des urinarias de
magneésio (r = 0,280; p = 0,027) e zinco (r = 0,290; p = 0,021), e entre HOMA-3 e magnésio
(r = 0,310; p = 0,013) e zinco urinarios (r = 0,308; p = 0,014). No grupo controle, o0 zinco
eritrocitario se correlacionou positivamente com insulina de jejum (r = 0,041; p = 0,014) e
HOMA- (r = 0,229; p = 0,045).

Sobre a analise de correlacdo conduzida entre o estado nutricional em minerais e
o perfil lipidico nas mulheres obesas, observou-se correlacdo inversa entre selénio

plasmatico e colesterol total (r =-0,272; p = 0,031) e positiva entre zinco urinario e colesterol
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total (r = 0,299; p = 0,017). No grupo controle, o0 magnésio dietético se correlacionou
inversamente com LDL - colesterol (r =-0,295; p = 0,009) e ndo HDL (r =-0,238; p = 0,037).

Quanto a analise de correlacédo entre os marcadores de disturbios metabdlicos e o
estresse oxidativo nas mulheres obesas, identificou-se correlacdo positiva entre colesterol
total (r = 0,273; p = 0,030), LDL-colesterol (r = 0,273; p = 0,030) e a enzima glutationa
peroxidase. Além disso, 0 aumento na insulina de jejum se correlacionou positivamente
com a atividade da superéxido dismutase (r = 0,259; p = 0,040).

A tabela 07 mostra a analise de regressdo linear mdltipla para as variaveis
respostas glutationa peroxidase, superdxido dismutase, catalase e TBARS segundo
minerais e perfil glicémico. Identificou-se uma associagéo positiva significativa entre selénio
eritrocitario e insulina e a enzima glutationa peroxidase, sendo a relacao entre insulina e
glutationa peroxidase dependente do selénio dietético, tais resultados indicam que 59,14%

da variacdo na glutationa peroxidase € explicada pelas variaveis independentes do modelo.
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Tabela 07 — Modelo final da regressao linear multipla para as variaveis respostas glutationa peroxidase, superoxido dismutase,
substancias reativas ao acido tiobarbitarico e modelo Gama para a varidvel resposta catalase segundo minerais e perfil glicémico.

GPX SOD TBARS CAT
L Coeficientes Coeficientes Coeficientes Coeficientes
Variaveis
Erro P Erro P Erro P Erro P
B ~ B ~ B ~ B ~
padréo padréo padréo padréo

(Constante) -37.18 9.69 <0,001 -349.38 760.04 0.647 1.79 0.24 <0,001 2.07 1.99 0.302
Mg eritrocitario - - - - - - - - - -3.06 1.11 0.008
Se dieta -0.09 0.05 0.088 - - - - - - - - -
Se eritrocitario 323.49 37.79 <0,001 8058.09 2135.66 <0,001 - - - 22.92 5.67 <0,001
Se urina - - - - - - -0.012 0.003 <0,001 - - -
Zn urina - - - - - - - - - -0.002 0.001 0.004
Insulina de jejum 0.52 0.22 0.022 41.68 15.33 0.009 - - - - - -
Glicemia de jejum - - - -23.12 6.00 <0,001 -0.004 0.001 0.009 -0.04 0.01 0.005
HBA1C - - - 425.71 136.19 0.003 - - - 0.68 0.30 0.029
Valor de p <0,001 <0,001 <0,001 -
Valor de p da
normalidade dos 0.069 0.381 0.208 0.786
residuos
R? 59.14% 38.29% 27.77% 30,58%*

*Pseudo-R2. Mg: magnésio, Se: selénio; Zn: zinco; TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbitarico; GPx = glutationa peroxidase; SOD = superdxido dismutase;
CAT= catalase; HBA1C = hemoglobina glicada.
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Discussao

Neste estudo, foram avaliados biomarcadores do magnésio, selénio e zinco,
bem como foi investigada a existéncia de associacdo entre estes minerais e
parametros do sistema de defesa antioxidante nas participantes da pesquisa. Sobre
0S micronutrientes estudados, verificou-se a presenca de hipomagnesemia,
hiposelenemia e hipozincemia nas mulheres obesas, bem como foram evidenciadas
concentracfes reduzidas de tais minerais nos eritrocitos dessas pacientes, sendo
estes resultados semelhantes aos observados na literatura (BESERRA et al., 2019;
FEITOSA et al., 2018; MORAIS, et al., 2017).

A deficiéncia em magnésio verificada nas mulheres obesas pode ser
justificada pelo teor reduzido desse mineral na dieta, conforme identificado nos
resultados do presente estudo, sendo que a excrecdo urinaria elevada desses
nutrientes, identificada nas pacientes com obesidade, também pode ter contribuido
para reduzir suas concentracdes nos compartimentos sanguineos avaliados.

Sobre a excrecédo urinaria de magnésio, tem sido apontado na literatura que
a hiperglicemia e hiperinsulinemia reduzem a reabsor¢cdo renal de magnésio,
promovendo hipermagnesuria (GUERRERO-ROMERO et al., 2016; McNAIR et al.,
2012). Este fato pode ser verificado neste estudo pela correlagdo positiva significativa
verificada entre os parametros do controle glicEmico (insulina de jejum, HOMA-IR,
HOMA-beta) e o magnésio urinario, o que demonstra a influéncia do descontrole
glicémico sobre a hipermagnesuria identificada nas mulheres obesas.

O descontrole glicémico parece ainda ter contribuido para o aumento na
excrecao urinaria do mineral zinco, favorecendo hipozincemia nas mulheres obesas,
considerando a existéncia de correlacdo positiva significativa entre parametros do
controle glicémico (insulina de jejum, HOMA-IR, HOMA-beta) e as concentracdes
urinéarias do mineral. Nesse sentido, pesquisas mostram que a glicosuria resultante da
intolerancia a glicose influencia no transporte ativo desse micronutriente nas células
tubulares renais, resultando em aumento do zinco urinario (BANDEIRA et al., 2017,
FREITAS et al., 2017).

Quanto as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias reduzidas de selénio nas
mulheres obesas, vale mencionar que a inflamacgéo crénica de baixo grau associada
a obesidade pode prejudicar a expressdo da selenoproteina P1, induzindo aumento

dos metabdlitos de selénio no organismo, e consequentemente, favorecendo a
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excrecdo urinaria desse mineral (RENKO et al., 2009; ZHANG; CHEN, 2011), fato
verificado nas pacientes avaliadas nesse estudo.

Neste estudo, a determinacdo de marcadores da defesa antioxidante revelou
reducdo na atividade eritrocitaria da enzima superoxido dismutase nas mulheres
obesas, em comparacdo ao grupo controle. Além disso, verificou-se aumento nas
concentracbes de TBARS nas mulheres obesas, reforcando a presenca do estresse
oxidativo. Esse resultado evidencia o comprometimento da defesa antioxidante
nessas pacientes, o que parece ter sido um fator contribuinte para o aumento na
concentracdo do marcador de peroxidacao lipidica avaliado, ratificando a presenca do
estresse oxidativo nessas pacientes obesas.

A deficiéncia nos minerais magnésio, selénio e zinco verificada nas mulheres
obesas avaliadas sugere repercussao sobre o estresse oxidativo. Na perspectiva de
um melhor entendimento sobre tais resultados, foram conduzidas andlises de
correlacao entre os parametros do estado nutricional relativo aos minerais e o0 sistema
de defesa antioxidante, sendo identificada correlagédo positiva entre as concentracdes
eritrocitarias de zinco e a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
e glutationa peroxidase.

De forma semelhante e confirmando este resultado, no grupo controle foi
verificada a existéncia de correlacdo entre 0 aumento do zinco eritrocitario e atividade
da superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, bem como entre o
aumento do zinco urinario e reducdo na atividade da glutationa peroxidase. Assim,
estes dados revelam a importancia da concentracdo adequada desse micronutriente
para a manutencao da defesa antioxidante. Sobre tais resultados, a literatura mostra
qgue o zinco, além de ser componente estrutural da superéxido dismutase, parece
regular a ativacdo do fator nuclear eritréide associado ao fator 2 (Nrf2), fator de
transcricdo que estimula a expresséo de enzimas do sistema de defesa antioxidante,
0 que explica a influéncia deste nutriente sobre as enzimas antioxidantes avaliadas
(OLECHNOWICZ et al., 2018).

O estudo revela ainda a existéncia de correlagcdo entre a redugdo nas
concentracdes eritrocitarias de selénio e diminuicdo na atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e glutationa peroxidase nas mulheres obesas.
Além disso, nas mulheres eutréficas, o aumento no teor de selénio na dieta se
associou com a maior atividade da catalase, e as concentracdes plasmaticas do

mineral foram associadas positivamente com a atividade da glutationa peroxidase
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eritrocitaria. O estudo mostrou ainda que a excre¢ao urinaria aumentada de selénio
se associou com a reducdo na atividade das enzimas catalase e superoxido
dismutase. Tais achados se justificam pelo importante papel do selénio como centro
ativo da enzima glutationa peroxidase, bem como pela possivel influéncia deste
nutriente sobre o substrato antioxidante Nrf2. Assim, a deficiéncia em selénio parece
alterar tanto a expressao deste fator de transcricdo quanto a atividade dessa
importante enzima antioxidante, fato este confirmado nas associa¢cfes identificadas
no presente estudo (YANG et al., 2017).

As analises de correlacdo conduzidas no grupo de mulheres eutroficas
mostraram ainda associacdo entre o aumento do magnésio urinério e a redugdo na
atividade da catalase eritrocitaria, reforcando o envolvimento desse nutriente em
mecanismos da defesa antioxidante. Nesse sentido, dados na literatura revelam que
a hipomagnesemia reduz a expressao de enzimas antioxidantes (BELIN; HE, 2007;
BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2010).

Destaca-se ainda a existéncia de relacdo positiva entre as concentracdes
urinarias de magnésio e de zinco e os valores plasmaticos de TBARS nas pacientes
eutrdficas, revelando que o aumento na excre¢do destes minerais, contribui para a
peroxidagdo lipidica. Tal resultado ratifica a participagdo da deficiéncia nesses
micronutrientes sobre o aumento na producao de metabdlitos oxidativo.

Nessa discusséao, € oportuno mencionar que a deficiéncia nos micronutrientes
magneésio, selénio e zinco parece ter contribuido também de forma indireta para o
desenvolvimento do estresse oxidativo nas mulheres obesas avaliadas. Nesse
sentido, verificou-se relacao entre a reducao de selénio no plasma com aumento do
colesterol total. Além disso, o estudo também identificou associacdo positiva entre o
zinco na urina e a hipercolesterolemia nas mulheres obesas. Dessa forma, sugere-se
que a deplecdo destes minerais no organismo pode constituir fator favoravel para o
desenvolvimento da hiperlipidemia, condi¢cao contribuinte para geracao de espécies
reativas de oxigénio.

Outra associacado importante, embora ndo observada entre as mulheres
obesas avaliadas, trata da correlacdo inversa entre 0 magnésio dietético e as
concentracdes de LDL-colesterol e de colesterol ndo-HDL, no grupo controle. Este
achado ratifica a importancia da ingestdo adequada desse nutriente para modular o

perfil lipidico, corroborando dados ja existentes na literatura (BUSSEROLLES et al.,
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2003; BUSSIERE et al., 1995; GUERRERO-ROMERO et al., 2016; GUERRERO-
ROMERO; RODRIGUEZ-MORAN, 2013).

No presente estudo, a analise de regresséao linear multipla para as variaveis
respostas glutationa peroxidase, superoxido dismutase, malondialdeido e catalase,
segundo os minerais e perfil glicémico, mostrou associacdo entre 0 aumento das
concentracgdes séricas de insulina e atividade da enzima glutationa peroxidase, sendo
gue esta associacdo existiu somente na presenca de selénio dietético. Tal resultado
sugere que o selénio dietético influencia o controle da insulina sérica, 0 que pode ser
explicado pelo papel desse mineral na sintese e secrecdo desse hormonio,
consequentemente niveis séricos adequados de insulina parecem induzir a atividade
da enzima glutationa peroxidase, favorecendo melhora na resposta antioxidante,
reforcando o papel desse nutriente sobre os mecanismos de defesa antioxidante.

Algumas limitacdes dessa pesquisa podem ser elencadas, a exemplo do fato
de que as mulheres participantes do estudo ndo serem oriundas da populagéo geral
e sim de ambulatérios clinicos. Outro aspecto refere-se ao viés de informacéao, pois
0s questionarios foram autorrespondidos de forma ndo anénima, o que pode ter
levado ao seu preenchimento nao fidedigno pelos entrevistados, principalmente no
que diz respeito ao consumo alimentar, fato ja evidenciado na literatura em relacéo a
populacao obesa.

A auséncia da analise da expressao de marcadores moleculares, a exemplo
do Nrf2 e da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase, de
biomarcadores da inflamacéo e ainda de outros parametros do estresse oxidativo,
como a concentracao urinaria de isoprostano, poderiam ter fundamentado uma melhor
discusséo dos resultados encontrados no estudo. No entanto, ressalta-se que este
constitui 0 primeiro estudo a avaliar a associacdo entre biomarcadores dos minerais

magneésio, selénio e zinco e o sistema de defesa antioxidante em obesos.

Concluséo

As mulheres obesas apresentam deficiéncia em magnésio, selénio e zinco,
caracterizada por concentragfes reduzidas desses minerais no plasma e eritrocitos e
excrecdo urinaria aumentada, o que parece prejudicar a capacidade do sistema de
defesa antioxidante e, consequentemente, contribuir para acentuar desordens

metabdlicas importantes nessas pacientes, a exemplo do estresse oxidativo.
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Abstract: Background: The role of minerals in preventing the generation of oxidative stress in
obese individuals has been evaluated. Magnesium is an antioxidant nutrient and a cofactor of en-
zymes involved in the cell membrane stabilization, attenuating the effects of oxidative stress.

Objective: To evaluate the association between magnesium and coneentrations of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) in patients with obesity and eutrophic women.

Merhod: A cross-sectional study was conducted with 73 women, divided into two groups: case group
(patients with obesity, n=27) and control group (eutrophic women, n = 46). Measurements of body

mass index and waist circumference were performed. Dietary magnesium intake was assessed by the

ARTICLEHISTORY . . N . . .

three-day food record using the NutWin software. Urinary magnesium concentration was measured
Received: November 28 2018 by atomic absorption spectrophotometry n‘mthod‘ Plasma concentrations of thiobarbituric acid reac-
Revised: June 05, 2019 tive substances (TBARS) were also determined.

Accepted: July 18, 2019

Dot Results: Mean values of dietary magnesium intake were 161.59 = 60.04 and 158.73 = 31.96 for pa-

10.2174/1573401315666190730123842 tients with obesity and control group, respectively. with no significant difference between the groups
studied (p=0.05). The value of urinary excretion of magnesium was lower than the reference values
in both groups, with no significant difference between the groups studied (p=0.05). The plasma con-
centration of thiobarbituric acid reactive substances was significantly higher in patients with obesity
compared to the control group (p<<0.001). There was no correlation between levels of magnesium bi-
omarkers and the concentration of TBARS (p=0.05).

Conclusion: Patients with obesity showed a reduced dietary magnesium intake which seems to in-
duce hypomagnesuria as a compensatory mechanism. The marker of oxidative stress evaluated in this
study was not influenced by magnesium.

Keywords: Biomarkers, magnesium, nutritional status, obesity, oxidative stress, women.

1. INTRODUCTION because the release of inflammatory mediators is increased.
In addition, it impairs the translocation of the insulin-
mediated glucose transporter type 4 (GLUT4) in adipocytes
and a skeletal muscle cell. Oxidative stress also inhibits the
transcription of the gene encoding insulin in pancreatic
cells and to adiponectin in adipocytes which can lead to insu-
Obesity-associated oxidative stress contributes to cell in- lin resistance in patients with obesity [3. 4].
jury and it aggravates chronic low-grade inflammation

Obesity 1s a chronic multifactorial disease characterized
by excessive accumulation of body fat and it is associated
with several metabolic disorders such as chronic low-grade
inflammation. insulin resistance. and oxidative stress [1. 2].

The role of minerals in preventing the generation of oxi-
dative stress in obese individuals has been evaluated [5].
*Address correspondence to this author at the Departament of Nutrition, Magnesium is an antioxidant mineral and a cofactor of enzy-
Federal University of Piaui. Minister Perrénio Portella Campus. Ininga, mes involved in the cell membrane stabilization attenuating

Teresina, Praui, Brazil; Tel: (86) 99915019 / (86) 88459778 . e )
Fax: (86) 32371812: E-mail ilina marreiro@gmail.com the effects of oxidative stress [6]. On the other hand, magne-
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6. CONCLUSAO

v As mulheres obesas avaliadas apresentam acimulo de gordura intra-
abdominal;

v A avaliacdo dos parametros do controle glicémico n&o revela a existéncia de
resisténcia a insulina nas mulheres obesas;

v" As mulheres obesas apresentam alteracbes do perfil lipidico, caracterizadas
por concentracdes de triglicerideos e VLDL aumentadas e de HDL-colesterol
reduzidas;

v As mulheres obesas consomem dietas com alto valor energético e
concentracfes reduzidas de magnésio, selénio e zinco;

v O estudo aponta a existéncia de inadequacao nutricional nas mulheres obesas,
caracterizada por concentracdes plasmaticas e eritrocitarias reduzidas dos
micronutrientes (magnésio, selénio e zinco) e valores urinarios elevados;

v' O estudo revela reducdo na atividade da enzima superdxido dismutase e
aumento das concentracdes de leptina e marcador de peroxidacao lipidica nas
mulheres obesas;

v’ Os resultados evidenciam correlacdo positiva entre os minerais selénio e zinco
e a atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa peroxidase nas

mulheres com obesidade.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto de minerais em disturbios endécrino-metabdlicos
Pesquisador: Dilina do Nascimento Marreiro

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 66921117.7.0000.5214

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.014.100

Apresentacao do Projeto:

Estudo de natureza transversal, analitico, com caso e controle, envolvendo 300 mulheres, na faixa etaria
entre 20 e 50 anos de idade. As participantes do estudo serdo distribuidas em trés grupos: grupo
experimental | (obesas bariatricas, n=100), grupo experimental |l (obesas ndo bariatricas, n=100) e controle
(eutrdficas, n=100). Seréo realizadas avaliacado antropomeétrica, coleta de material biol6gico e registro
alimentar. A avaliacdo antropométrica sera realizada por meio do indice de massa corpérea, da
circunferéncia da cintura e do pescoco, e da relacdo cintura-quadril. A analise da ingestdo de
macronutrientes, zinco, magnésio e selénio sera realizada por meio do registro alimentar de trés dias,
utilizando o programa Nutwin. A analise dos minerais no plasma, eritrécito e urina sera realizada por
espectrOmetria de emissio éptica com plasma acoplado indutivamente. As concentracdes séricas de glicose
e insulina seréo determinadas por meio do método enzimatico colorimetrico e quimioluminescéncia,
respectivamente. A resisténcia a insulina sera avaliada por meio do calculo do indice HOMA-IR. A avaliacao
das concentracdes de cortisol serico e urinario sera realizada segundo o método de guimioluminescéncia.
As concentracdes séricas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicérides serao
determinadas segundo método enzimatico colorimétrico, por analisador bioquimico automatico. A
determinacdo da concentracdo sérica de zinco-2-glicoproteina sera realizada de acordo com o método
ELISA do tipo sanduiche. Serao analisados os horménios TSH, T3 e T4 livres, e T3 e T4 totais pelo método
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de imunoensaio por guimioluminescéncia. Os anticorpos tireoideanos antitireoperoxidase (TPOAD) e
antitireoglobulina (TgAb) serdo determinados pelo método de quimioluminescéncia. As concentracdes
plasmaticas do malondialdeido serdo determinadas pela produgao das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). A atividade da enzima superéxido dismutase eritrocitaria e glutationa peroxidase
eritrocitaria serdao determinadas nos eritrocitos pelo método in vitro e da oxidac&o da glutationa reduzida por
um hidroperoxido, respectivamente. A determinacao da atividade da enzima catalase sera realizada
conforme metodologia descrita por Takahara et al. A analise de isoprostanos urinarios sera determinada por
ELISA. A determinacao da concentracao plasmatica de TNF-, IL-6, IL-1, IL-18, IL-10, TGF-, adiponectina e
leptina sera realizada de acordo com o método Luminex xXMAP. A concentracdo sérica da proteina C reativa
sera realizada por imunoturbidimetria. A creatinina sérica e a creatininuria de 24h serao determinadas pelo
metodo Lustosa-Basques. Serdo coletadas amostras de tecido adiposo visceral e subcutaneo das pacientes
obesas durante o intraoperatério de cirurgia bariatrica para investigar o padrao de expressao dos
marcadores Akt, IRS, GLUT4, PI3K, AMPK, leptina, adiponectina, zinco-2-glicoproteina, Selenoproteina P,
TRPM7, ATGL, LHS, CD36, FAS, UCP, PPAR-, SREBP-1c, Receptores B3-adrenérgicos, NFkB,
metalotioneina, Zip 14, TNF-, IL-6, IL-1, IL-18, IL-10, TGF-, deiodinases, receptores de hormdnios
tireoidianos e de glicorticoides, 11-HSD1, superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
- Avaliar o impacto de minerais em disturbios enddcrino-metabdlicos em mulheres obesas.

Objetivo Secundario:

1.Determinar as concentragdes de zinco, magnésio e selénio plasmatico, eritrocitario e urinario;

2.Estimar o consumo alimentar deenergia, macro e micronufrientes e sua adequacéo na dieta;

3. Determinar as concentragdes decortisol, cortisona, ACTH,zinco-2-glicoproteina, adiponectina, leptina,
proteina C reativa, hormoénios e anticorpos tireoidianos, TNF-, IL-6, IL-1, IL-18, IL-10 e TGF-,substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico e isoprostanos;

4. Avaliar o perfil lipidico, o controle glicémico,a resisténcia a insulina e a fungcéo renal;

5. Determinar a atividade da enzima superoxido dismutase,glutationaperoxidase e catalase;

6. Quantificar a expressao de genes codificantes para Akt, IRS, GLUT4, PI3K, AMPK, leptina,

Endere¢o: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pré-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (36)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br

Pagina 02 de 05



Anexos 140

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUf - CAMPUS Wm
< UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuacé&o do Parecer: 2.014.100

adiponectina, zinco-2-glicoproteina, Selenoproteina P, TRPM7, ATGL, LHS, CD36, FAS, UCP, PPAR-,
SREBP-1c, Receptores B3-adrenérgicos, NFKB, metalotioneina,Zip 14, TNF-, IL-6, IL-1, IL-18, IL-10, TGF-,
deiodinases, receptores de hormonios tireoidianos e de glicorticoides, 11-HSD1, superdxido dismutase,
glutationaperoxidase e catalase.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

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

Beneficios:
As pacientes terdo acesso aos resultados dos seus exames bioguimicos, que serdo fornecidos apos a
realizacdo dos mesmos pelos pesquisadores, alem de orientacdo nutricional.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para o processo ensino/aprendizado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos de apresentacdo foram anexados.

Recomendagodes:
Sem Recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto apto a ser iniciado pois encontra-se elaborado em consonancia com a Resolucdo N° 466/2012.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 885107.pdf 16:26:00

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

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (88)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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UFPI - UNIVERSIDADE
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P UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuagéo do Parecer: 2.014.100

Outros cartadeencaminhamento.pdf 10/04/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
16:24:27 | Marreiro

Outros curriculo.pdf 10/04/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
16:21:58 [Marreiro

Declaragdo de declaracaodospesquisadores. pdf 10/04/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito

Pesquisadores 15:59:50 [Marreiro

TCLE/ Termos de | TCLEmorbidas.pdf 10/04/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito

Assentimento / 15:567:18 [Marreiro

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de |TCLE.pdf 10/04/2017 | Dilina do Nascimento| Aceito

Assentimento / 15:57:03 | Marreiro

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projetocomitedeetica.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito

Brochura 14:52:18 [ Marreiro

Investigador

Orgamento ORCAMENTO.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito

14:50:30 Marreiro

Cronograma CRONOGRAMA.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:49:18 | Marreiro

Qutros Urina.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:48:58 Marreiro

Outros Registroalimentar.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:47:58 |Marreiro

Qutros Fichadecadastro.docx 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:45:56 Marreiro

Outros termodeconfidencialidade.jpeg 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:43:39 | Marreiro

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 21/03/2017 |Dilina do Nascimento| Aceito
14:39:44 | Marreiro

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao

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

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS %"WM S

UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuacéo do Parecer: 2.014.100

TERESINA, 12 de Abril de 2017

Assinado por:

Herbert de Sousa Barbosa
(Coordenador)

Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pré-Reitoria de Pesquisa

Enderego:
Bairro: Ininga CEP: 64.049-550

UF: PI Municipio: TERESINA

Telefone: (36)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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ANEXO B-ARTIGO RESULTANTE DA DISSERTACAO DE MESTRADO

Biol Trace Elem Res (2015) 168:296-302
DOI 10.1007/512011-015-0358-8

Magnesium Status and Its Relationship with C-Reactive Protein

in Obese Women

Ana Raquel Soares de Oliveira ' - Kyria Jayanne Climaco Cruz'+ Jennifer Beatriz Silva Morais' +
Juliana Soares Severo' » Tayniah Emannuelle Coelho de Freitas' « Antonio Lobiio Veras® -
Amanda Batista da Rocha Romero® + Célia Colli* - Nadir do Nascimento Nogucira] .

Francisco Leonardo Torres-Leal” - Dilina do Nascimento Marreiro'

Received: 8 January 2015 /Accepted: 27 April 2015 /Published online: 17 May 2015

(© Springer Science+Business Media New York 2015

Abstract This study assessed the relationship between magne-
sium status and C-reactive protein concentration in obese and
nonobese women. This cross-sectional study included 131 wom-
en, aged between 20 and 50 years, who were divided into two
groups: obese (n=65) and control (n=66) groups. Magnesium
intake was monitored using 3-day food records and NutWin
software version 1.5. The plasma, erythrocyte, and urinary mag-
nesium concentrations were determined by flame atomic absorp-
tion spectrophotometry. C-reactive protein concentration in se-
rum was measured by immunoturbidimetric assay. The mean
values of the magnesium content in the diet were lower than
those recommended, though there was no significant difference
between groups (p>0.05). The mean concentrations of plasma
and erythrocyte magnesium were within the normal range, with
no significant difference between groups (p>0.05). Urinary ex-
cretion of this mineral was less than the reference values in both
groups, with no significant difference (p>0.05). The mean con-
centration of serum C-reactive protein was within the normal
range in both groups, with no significant difference (p=0.05).
There was a positive correlation between urinary magnesium

[~] Dilina do Nascimento Marreiro
dilina.marreiro(@gmail.com

Department of Nutrition, Federal University of Piaui, Campus
Minister Petronio Portela, Ininga, Teresina, Piaui, Brazil

=

Clinical Pathology Laboratory Antonio Lobdo, Teresina, Piaui,
Brazil

Department of Food and Experimental Nutrition, Faculty of
Pharmmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Butanti, Sio
Paulo, Sio Paulo, Brazil

Department of Physiology and Biophysics, Federal University of
Piaui, Campus Minister Petronio Portela, Ininga, Teresina, Piaui,
Brazil

@ Springer

and serum C-reactive protein (p=0.015). Obese patients ingest
low dietary magnesium content, which seems to induce
hypomagnesuria as a compensatory mechanism to keep plasma
concentrations of the mineral at adequate levels. The study
shows a positive comelation between urinary magnesium con-
centrations and serum C-reactive protein, suggesting the influ-
ence of hypomagnesuria on this inflammatory protein in obese
women.

Keywords Obesity - Magnesium - C-Reactive protein -
Nutritional status

Introduction

Obesity is defined as body fat accumulation in adipose tissue,
which results in health implications [ 1]. This disease is highly
prevalent and is associated with atherosclerosis, type 2 diabe-
tes mellitus, breast cancer, and hypertension, and obesity is
one of the most serious public health problems; it substantially
increases morbidity and mortality from cardiovascular- and
cerebrovascular-related disorders [2].

Adipose tissue is an endocrine organ that, when in excess,
compromises the immune response, as well as the metabolism
of carbohydrates, lipids, and minerals [3]. It does this by pro-
ducing proinflammatory adipokines, influenced by the ana-
tomical location of fat deposits, which promote the formation
of free radicals; for example, visceral fat is more metabolically
active than fat in other locations [4-7].

Currently, hormonal, biochemical, and nutritional disorders
present in obese individuals have been investigated to eluci-
date the mechanisms involved in the pathogenesis of obesity.
Minerals have been the target of several studies in order to
identify and understand their relation to metabolic disorders.
Magnesium, for example, has attracted interest from
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APENDICE A - 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
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bloco 06 — Bairro Ininga

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

IDENTIFICACAO
N° Formulario:
Nome:

Data: / / DN: / / Idade: anos
Endereco:
Bairro: Cidade:

Telefone: Celular 1: Celular 2:
Ocupacao: NUmero de pessoas em casa:

HISTORIA CLINICA

a) Tempo de obesidade:
b) Fumante? Gravida ou Amamentando?
c) Menopausa: Sim ( ) Nao ( ) Se sim, ha____ anos.

d) Uso de medicamentos: Sim ( ) Nao ( ) Quais?
e) Consumo de Bebidas alcodlicas: Sim ( ) Nao ( ) Frequéncia?
f) Uso de Suplementos: Sim ( ) Nao () Quais?
g) Presenca de doencas: Sim ( ) Nao ( ) Qual?
( ) Diabetes ( ) DRC ( ) Doenca Hepatica ( ) DCV () Céancer ( ) Disf. Tireoide
f) Pratica exercicio fisico? Sim ( ) Nao ( ) Tipo de exercicio fisico:

PARAMETROS ANTROPOMETRICOS E BIOQUIMICOS
Peso (kg)

Estatura (m)

IMC (kg/m?)
Circunferéncia da Cintura (cm)
Circunferéncia do Quadril (cm)
Circunferéncia do Pescogo (cm)

Volume Urinério (mL)




Apéndices 146

APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Impacto de minerais em Distlrbios Endécrino-Metabdlicos em
Mulheres Obesas Morbidas

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

Pesquisadores participantes: Dra. Dilina do Nascimento Marreiro, Ana Raquel
Soares de Oliveira, Kyria Jayanne Climaco Cruz, Jennifer Beatriz Silva, Larissa
Cristina Fontenelle, Loanne Rocha dos Santos, Stéfany Rodrigues de Sousa Melo.
Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99911-7297 (tim)/ (86) 99430-2397

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntéria, em uma pesquisa.
Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a
decisdo. Leia cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
sobre qualquer duvida que tiver. Este estudo sera conduzido pelas Doutorandas Ana
Raquel Soares de Oliveira, Kyria Jayanne Climaco Cruz, Jennifer Beatriz Silva Morais,
Larissa Cristina Fontenelle, Loanne Rocha dos Santos, Stéfany Rodrigues de Sousa
Melo, sob orientacdo da Profa. Dra. Dilina do Nascimento Marreiro. ApOs ser
esclarecida sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine este documento, que estda em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé nédo sera penalizada. Em caso de
davida, vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Piaui pelo telefone (086) 3237-2332.
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DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar o estado nutricional relativo ao
magnésio, selénio e zinco e sua relagdo com distirbios enddcrino-metabdlicos em
mulheres obesas modrbidas. Para tanto, a participante sera submetida a coleta de
sangue venoso para analise do zinco, magnésio, selénio, colesterol total, HDL-
colesterol, triglicerideos, TSH, T3 e T4 livres, T3 e T4 totais, anticorpos tireoideanos
antitireoperoxidase e antitireoglobulina, zinco-a2-glicoproteina, leptina, glicose,
insulina, cortisol, cortisona, selenoproteina P, adiponectina, proteina C reativa, TNF-
a, IL-6, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-10 e TGF-B, substancias reativas ao acido
tiobarbitarico, isoprostanos, creatinina sérica, malondialdeido, bem como a coleta de
urina para determinacéo de zinco, magnésio e selénio urinario, cortisol urinario e
creatininuria de 24h e, além disso, sera determinado o consumo alimentar por meio
de registros alimentares. Nao serd realizada entrevista gravada ou filmada.

Sera também quantificado a expresséo dos genes codificantes para: Akt, IRS,
GLUT4, PI3K, AMPK, leptina, receptor de leptina, adiponectina, zinco-a2-
glicoproteina, selenoproteina P, selenoproteina S, SELENBP1, TRPM7, ATGL, LHS,
CD36, FAS, UCP, PPAR-y, CEBPa, SREBP-1c, receptores B3-adrenérgicos, NF-kB,
MAPKS8, metalotioneina, Zip 14, TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-10, TGF-8,
deiodinases, receptores de horménios tireoidianos e de glicorticoides, 113-HSD1,
11B-HSD2, NADPH oxidase, Nrf2, superéxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase; quantificar a concentracdo de zinco, magnésio e selénio no tecido adiposo,
bem como quantificar a expressdo de microRNAs envolvidos nos disturbios
metabdlicos na obesidade.

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

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

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade seréo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o
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pesquisador, a equipe do estudo, Comité de Etica independente e inspetores de
agéncias regulamentadoras do governo (quando necessario) terdo acesso a suas
informacdes para verificar as informacgdes do estudo. O projeto tera duracdo de quatro
anos, com término previsto para o ano de 2024.

Nomes e assinaturas dos pesquisadores

Ana Raquel Soares de Oliveira

Kyria Jayanne Climaco Cruz

Jennifer Beatriz Silva Morais

Larissa Cristina Fontenelle

Loanne Rocha dos Santos

Stéfany Rodrigues de Sousa Melo

Dilina do Nascimento Marreiro
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, )
RG ,CPF , abaixo assinado,

concordo em participar do estudo “Impacto de minerais em distarbios endocrino-
metabolicos”, como sujeito. Tive pleno conhecimento das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Discuti com as Doutorandas Ana Raquel
Soares de Oliveira, Kyria Jayanne Climaco Cruz, Jennifer Beatriz Silva Morais, Larissa
Cristina Fontenelle, Loanne Rocha dos Santos e Stéfany Rodrigues de Sousa Melo
sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais
serdo o0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas.
Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 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:

Observacdes complementares
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR
Registro diario de sua alimentacéo

NUmero do Formulario:

% NOs vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro
alimentar tudo que vocé comer_e beber durante todo o dia e a noite. Vocé
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 s&o
importantes:

1. Preencher logo ap6s o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

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

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

1. Colher —de cha, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2. Xicara — de ch& ou de café
3. Copo — grande ou de requeijao (americano)
4. Prato de sobremesa
5. Consumo mensal de 60leo e sal da familia:

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

G: Xicara cheia; H: Xicara
'nivelada; I: Xicara média

S

Copo americano




Apéndices 151

REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

NUMERO DO FORMULARIO:

Data

/

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

REFEICOES
(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)

MARCA
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

NUMERO DO FORMULARIO:

Data

/

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

REFEICOES
(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)

MARCA
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REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

NUMERO DO FORMULARIO:

Data

/

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

REFEICOES
(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)

MARCA




Apéndices 154

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

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

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

No dia seguinte coletar a 12 urina da manhd, no mesmo horario que
desprezou a 12 urina do dia anterior e no mesmo frasco completando assim o periodo
de 24 horas.

ATENCAO: Todo o material sera fornecido pelo pesquisador.



Apéndices 155

APENDICE E — ARTIGOS E CAPITULOS DE LIVRO PUBLICADOS COMO
AUTORA E CO-AUTORA DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

Periédico/ Ano

Antioxidants/ 2017

Biological Trace
Element Research/
2017

Biological Trace
Element Research/
2017

Nutrition/ 2017

Revista de
Alimentacgéo
Humana/ 2017

Titulo

Zinc and Oxidative Stress:

Current Mechanisms

Magnesium Status and Its
Association with Oxidative

Stress in Obese Women

Role of Magnesium in
Oxidative Stress in
Individuals with Obesity

Effect of magnesium
supplementation on insulin
resistance in humans: A

systematic review

Effect of dietary calcium and

vitamin D on cortisol

Autores
Dilina Marreiro, Kyria Cruz,
Jennifer Morais, Jéssica
Beserra, Juliana Severo, Ana

Raquel Oliveira.

Jennifer Morais, Juliana
Severo, Ana Raquel Oliveira,
Kyria Cruz, Thaline Dias,
Régina Célia de Assis, Célia
Colli, Dilina Marreiro.

Jennifer Morais, Juliana
Severo, Loanne dos Santos,
Stéfany Melo, Raisa Santos,
Ana Raquel Oliveira, Kyria

Cruz, Dilina Marreiro.

Jennifer Morais, Juliana
Severo, Georgia Alencar, Ana
Raquel Oliveira, Kyria Cruz,
Dilina Marreiro, Betania
Freitas, Cecilia Carvalho,
Maria do Carmo Martins,

Karoline Frota.

Jéssica Beserra, Larissa
Rodrigues, Priscilla Silva, Ana

Raquel Oliveira, Kyria Cruz,



Nutricion Clinica
Dietética
Hospitalaria/ 2017

Nutrire/ 2017

Nutrition/ 2017

Biological Trace
Element Research/
2017

Revista da
Associacdo Médica
Brasileira/ 2017

concentrations in morbidly

obese women.

Dietary intake of vitamin D
and its relation to insulin

resistance in obese women

Role of vitamin D in insulin
resistance in obese

individuals

Role of microRNAs on
adipogenesis, chronic low-
grade inflammation, and

insulin resistance in obesity.

The Effect of Zinc
Supplementation on Insulin
Resistance in Obese
Subjects: a Systematic

Review.

Hypomagnesemia and its
relation with chronic low-
grade

inflammation in obesity
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Jennifer Morais, Juliana
Severo, Dilina Marreiro, Luana

Martins.

Loanne dos Santos, Amanda
Braz, Alana Lima, Stéfany
Melo, Raisa Santos, Jennifer
Morais, Juliana Severo, Kyria
Cruz, Ana Raquel Oliveira,

Luana Martins, Dilina Marreiro.

Loanne dos Santos, Alana
Lima, Amanda Braz, Stéfany
Melo, Jennifer Morais, Juliana
Severo, Ana Raquel Oliveira,

Kyria Cruz, Dilina Marreiro.

Kyria Cruz, Ana Raquel
Oliveira, Jennifer Morais,
Juliana Severo, Dilina

Marreiro.

Kyria Cruz, Jennifer
Morais, Ana Raquel Oliveira,
Juliana Severo, Dilina

Marreiro.

Ana Raquel Oliveira, Kyria
Cruz, Juliana Severo, Jennifer

Morais, Taynah Freitas,



Biological Trace
Element Research/
2018

Nutrition Clinique
et Metabolisme/
2018

International
Journal for Vitamin
and Nutrition
Research/ 2019

Biological Trace
Element Research/
2019

International
Journal for Vitamin
and Nutrition
Research/ 2019

Zinc and Insulin Resistance:

Biochemical and Molecular

Aspects.

Relationship Between
Magnesium Status and
Cardiovascular Risk in

Obese Women.

No Difference in Magnesium
Intake between Obese
Women and

Healthy Controls

Association Between
Cortisol, Insulin Resistance
and Zincin Obesity: a Mini-

Review

The Role of Zinc in Thyroid

Hormones Metabolism
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Rogério Araujo, Dilina
Marreiro.
Kyria Cruz, Ana Raquel
Oliveira, Jennifer Morais,
Juliana Severo, Priscyla
Mendes, Stéfany Melo,
Gustavo Santos, Dilina

Marreiro.

Kyria Cruz, Ana Raquel
Oliveira, Jennifer Morais,
Juliana Severo, Jéssica
Beserra, Loanne dos
Santos, Célia Colli, Betania
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