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RESUMO

FERRO,F.E.D. Zincemia, atividade das enzimas superoxido dismutas e e
glutationa peroxidase e sua relacdo com parametros da sindrome metabdlica
em mulheres obesas . 2010. Dissertacao (mestrado) — Programa de Mestrado em
Ciéncias e Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI.

INTRODUCAO: Estudos tém demonstrado a existéncia de alteracdes na defesa
antioxidante em individuos obesos, que podem contribuir para o estresse oxidativo,
principalmente naqueles pacientes que possuem sindrome metabdlica. No entanto,
dados de avaliacdo da atividade de enzimas e de minerais antioxidantes, bem como
a relacéo destes parametros com componentes da sindrome metabdlica ainda sdo
bastante escassos. Portanto, esse estudo determinou a zincemia e a atividade das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase, bem como investigou a
existéncia de correlacdo entre estas variaveis em mulheres obesas. METODOS:
Estudo de natureza transversal, analitico, caso controle, envolvendo 73 mulheres na
faixa etaria de 20 a 50 anos. As pacientes foram distribuidas em 2 grupos: controle
(eutrdficas, n=36) e estudo (obesas, n=37). A ingestdo de zinco foi avaliada
utilizando o registro alimentar de trés dias e a analise pelo software Nutwin versao
1,5. A analise da concentragdo de zinco plasmatico e eritrocitario foi realizada
segundo o meétodo de espectofotometria de absorcdo atdbmica de chama. A
determinacdo das enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidase foi
realizada nos eritrocitos segundo metodologia recomendada pelo fabricante Randox.
As determinacdes de insulina e glicose de jejum foram realizadas por
radioimunoensaio e colorimétrico, respectivamente. O perfil lipidico foi determinado
segundo o método enzimatico. RESULTADOS: A ingestédo de zinco pelas mulheres
obesas foi superior ao grupo controle (p<0,05). A média das concentracdes
plasmaticas de zinco foi de 72,2 + 9,0 ug/dL para as obesas e de 73,4 + 8,5 ug/dL
para o grupo controle (p>0,05). Os valores médios e desvios padrdao do zinco
eritrocitario foram de 36,4 + 15,0 ugZn/gHb e 45,4 + 14,3 pgZn/gHb para mulheres
obesas e controles, respectivamente (p<0,05). Os valores medios da atividade da
enzima superoxido dismutase nas mulheres obesas foram de 1816,0 + 680,4 U/gHb
e no grupo controle de 1786,8 + 490,7 U/gHb. A determinacdo da glutationa
peroxidase mostrou valores médios e desvios padrao de 46,4+19,4 U/gHb para as
mulheres obesas e de 36,7+13,6 U/gHb para o grupo controle (p<0,05). Na analise
de regressao multivariada, apenas a relacdo entre a atividade da enzima superéxido
dismutase e a glicose plasmatica (r=-50), circunferéncia da cintura (r=-0,65) e o
indice de massa corporea (r= -0,63) foi significativa. CONCLUSOES: As mulheres
obesas avaliadas neste estudo apresentam concentracfes de zinco nos eritrocitos
inferiores ao grupo controle (p<0,05). Além disso, a analise de regressao
multivariada para investigar a influéncia dos componentes da sindrome metabdlica
sobre os antioxidantes revela significAncia estatistica apenas em relacdo a
superéxido dismutase, sendo que esta enzima possui correlacdo negativa com a
glicose plasmaética, circunferéncia da cintura e indice de massa corporea.

Palavras-Chave: obesidade, zinco, superéxido dismutase, glutationa peroxidase,
sindrome metabdlica



ABSTRACT

FERRO, F.E.D. Zincemia, atividade das enzimas superéxido dismutas e e
glutationa peroxidase e sua relacdo com parametros da sindrome metabdlica
em mulheres obesas . 2010. Dissertacao (mestrado) — Programa de Mestrado em
Ciéncias e Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI.

INTRODUCION: Studies have shown the existence of alterations in the antioxidant
defense of obese individuals, which may contribute to oxidative stress, especially in
patients with metabolic syndrome. However, there is hardly any data available that
assess the activity of antioxidant enzymes and minerals, as well as the relationship
between these parameters with components of metabolic syndrome. Therefore, this
study measured zincemia and the activity of superoxide dismutase and glutathione
peroxidase, and investigated the correlation between these variables in obese
women. METHODS: This was a cross sectional, analytical, case control study,
involving 73 women aged 20 to 50 years. The patients were divided into two groups:
control (normal weight, n = 36) and study (obese, n = 37). Zinc intake was assessed
using the three-day food record and analyzed using NutWin software version 1.5.
Plasmatic and erythrocytary zinc concentration was analyzed by flame atomic
absorption spectrophotometry. The measurements of superoxide dismutase and
glutathione peroxidase in the erythrocytes were carried out according to the
manufacturer's methodology (Randox). Insulin and glucose fasting levels were
measured using the radioimmunoassay and colorimetric method, respectively. The
lipid profile was measured according to the colorimetric method.

RESULTS: The zinc intake for obese women was higher than the control group (p
<0.05). The mean plasma zinc was 72.2 + 9.0 pg/dL for the obese group and 73.4 +
8.5 ug/dL for the control group (p> 0.05). The mean values and standard deviations
for the erythrocyte zinc were 36.4 + 15.0 ygZn/gHb and 45.4 = 14.3 pgZn/gHb for
obese women and controls, respectively (p <0.05). The mean values of superoxide
dismutase activity were 1816.0 = 680.4 U/gHb in obese females and 1786.8 + 490.7
U / gHb for the control group. The mean values and standard deviations for
glutathione peroxidase activity were 46.4 + 19.4 U/gHb for obese women and 36.7 +
13.6 U / gHb for the control group (p <0.05). In the multivariate regression analysis,
only the associations between the activity of superoxide dismutase and plasma
glucose, waist circumference and body mass index were significant.

CONCLUSIONS: The obese women that were assessed in this study had lower
concentrations of erythrocytary zinc when compared with the control group (p <0.05).
In addition, the multivariate regression analysis to investigate the influence of
metabolic syndrome components on antioxidants only reveals a statistical
significance regarding superoxide dismutase, and this enzyme has a negative
correlation with plasma glucose, waist circumference and body mass index.

Key-words: obesity, zinc, superoxide dismutase, glutathione, peroxidase, metabolic
syndrome.
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1.0 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crénica normalmente associada ao aumento do
estresse oxidativo e a manifestacdo de danos no metabolismo de lipidios, proteinas,
DNA e alteracdes na funcao celular. A peroxidagdo lipidica ou proteinas oxidativas,
demonstrada em pacientes obesos, normalmente tem sido associada a varios
indices de adiposidade (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

A literatura tem demonstrado a producéo de alguns horménios e moléculas de
sinalizacdo no tecido adiposo, que o caracteriza como um 0Orgdo enddcrino. A
maioria das pesquisas realizadas identificou aumento da secrecdo da leptina,
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), e fator de necrose tumoral a (TNF-a) nesse
tecido. Estas adipocitocinas, comumente elevadas em pacientes obesos, possuem
funcdo inflamatéria e interagem elevando a producédo de radicais livres (ALVES,
2006). A inflamacdo cronica de baixa intensidade presente na obesidade esta
relacionada a resisténcia a insulina e a outros fatores que influenciam a
manifestacdo da sindrome metabolica (SOLA et al., 2008; VOLP et al., 2008).

Nos anos recentes, percebe-se um crescente interesse no que diz respeito as
desordens hormonais, bioguimicas e nutricionais presentes em individuos obesos.
Estudos tém procurado elucidar os mecanismos envolvidos na fisiopatologia de
doencas associadas a esta condicdo, assim como os fatores contribuintes para o
seu desenvolvimento e tratamento.

Em relacdo as desordens bioquimicas e nutricionais, ja foi demonstrada
alteracdo no metabolismo de minerais e na atividade de enzimas antioxidantes
como, por exemplo, a superéxido dismutase e glutationa peroxidase, bem como
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio em pacientes obesos que
apresentam sindrome metabdlica, sendo que estas alteracfes sdo importantes para
a ocorréncia do estresse oxidativo na obesidade (OZATA et al., 2002; VAN
GUILDER et al., 2006; AARON et al., 2006).

Nesse aspecto, algumas pesquisas tém mostrado que as concentragcbes de
zinco no plasma, eritrocitos e no soro de individuos obesos estdo diminuidas e que a
suplementacdo com este oligoelemento melhora as suas funcbes fisiologicas

(MARREIRO et al., 2006). Este mineral atua como cofator de enzimas que
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participam do sistema de defesa antioxidante, contribuindo na estabilidade de
membranas (BRAY; BETTGER, 1990; PRASAD et al., 2004).

Alguns estudos também evidenciam reducdo na atividade das enzimas
superéxido dismutase e glutationa peroxidase em pacientes obesos, sendo esta
normalmente associada ao aumento das espécies reativas de oxigénio encontrado
nestes individuos (OLUZI et al., 2002; VIROONUDOMPHOL, 2000; VINCENT,;
INNES; VINCENT, 2007). A superéxido dismutase € a primeira enzima envolvida na
destruicdo do anion superoxido, podendo ser rapidamente induzida pela exposicéo
ao estresse oxidativo (COUSINS et al., 1985) e a glutationa peroxidase reduz o
peroxido de hidrogénio e a peroxidacao lipidica (VINCENT; INNES; VINCENT,
2007).

Nessa perspectiva, vale destacar que o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio em pacientes obesos que apresentam sindrome metabdlica
parece ser decorrente de distlrbios associados a sindrome como, por exemplo, a
hiperglicemia, dislipidemias e resisténcia a insulina, sendo estes considerados
importantes fatores contribuintes para a manifestacdo da peroxidacéo lipidica nestes
pacientes (OZATA et al., 2002).

Embora trabalhos na literatura ja tenham demonstrado alteragbes no
metabolismo do zinco em pacientes obesos, dados de avaliagdo da atividade de
enzimas antioxidantes ainda sdo bastante escassos, particularmente em pacientes
obesos que apresentam sindrome metabdlica. Dessa forma, a determinacdo das
concentragbes do zinco e da atividade das enzimas superdxido dismutase e
glutationa peroxidase, bem como a sua relagcdo com os marcadores da sindrome
metabdlica, pode favorecer o entendimento acerca da participacdo de antioxidantes
em distarbios presentes na obesidade que estejam relacionadas ao aumento da

producéo de espécies reativas de oxigénio.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos fisiolégicos do zinco

O zinco é um elemento encontrado em mais de 300 enzimas necessarias em
processos metabdlicos essenciais, desempenhando fungbes estruturais, enziméticas
e reguladoras (MAFRA; COZZOLINO, 2004; MEUNIER et al., 2005). Este mineral
participa da sintese e degradacdo de carboidratos, lipideos e proteinas, na
manutencdo do crescimento e do desenvolvimento normais, na funcédo do sistema
imune, na defesa antioxidante, e na transcricdo e traducdo de polinucleotideos
(SALGUEIRO et al., 2000). O zinco também estimula a atividade do receptor de
insulina tirosina quinase, influenciando a captacdo de glicose pela célula
(COULSTON; DANDONA, 1980; MARREIRO et al., 2004; MARREIRO et al., 2006).

A anidrase carbbnica, proteina C quinase, fosfatase alcalina,
carboxipeptidases, alcool desidrogenase, superdoxido dismutase e transcriptase
reversa sdo enzimas que dependem do zinco como cofator (MAFRA; COZZOLINO,
2004). Dessa forma, necessitam da coordenacdo de um ou mais atomos deste
elemento, podendo ser classificados como fatores catalitico, co-catalitico ou
estrutural (VALLEE; AULD, 1993).

O zinco possui papel antioxidante atuando na regulagdo da sintese da
metalotioneina, além de contribuir na estabilizacdo de membranas estruturais e na
protecdo celular, prevenindo a peroxidacao lipidica (MARET, 2000). O papel
fisiologico do zinco como antioxidante é evidenciado, fundamentalmente, por dois
mecanismos: protecao dos grupos sulfidrilas contra oxidag&o e inibicdo da producao
de espécies reativas de oxigénio, por metais de transicdo, reforcando seu papel
como estabilizador da membrana plasmatica, de outras membranas e organelas
encapsuladas (BRAY; BETTGER, 1990).

Neste aspecto, pesquisas realizadas in vivo tém demonstrado que a deficiéncia
de zinco promove lesdes oxidativas relacionadas a acdo de espécies reativas de
oxigénio tanto em animais quanto em humanos (POWELL, 2000). No entanto, o
papel do zinco como antioxidante ainda ndo foi totalmente elucidado, apesar das

evidencias disponiveis incluir a sua agdo em diversos mecanismos.
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2.2 Aspectos metabdlicos do zinco

Quanto a absorcdo do zinco em humanos, o jejuno € a porcdo do intestino
onde ocorre a maior parte de sua absorcdo (LEE et al., 1989). Este processo ocorre
na superficie da borda em escova do enterdcito por meio de mecanismo de difusdo
passiva e por processo mediados por carregadores (SALGUEIRO et al., 2000). O
mecanismo mediado por carregador predomina em situacdo de baixa concentracao
de zinco na dieta, enquanto que a absor¢do por difusdo simples é predominante
quando a concentracdo desse mineral esta elevada (COUSINS; McMAHON, 2000;
SALGUEIRO et al., 2000).

Dentro das células intestinais, o zinco liga-se a metalotioneina e as proteinas
intestinais ricas em cisteina (HENRIQUES; HIRATA; COZZOLINO, 2003). Quando
em estado de elevada concentracdo de zinco no organismo, esse mineral
permanece ligado a metalotioneina, sendo em seguida excretado nas fezes,
juntamente com as células intestinais descamadas. Por outro lado, na sua
deficiéncia, o zinco é transferido a proteinas intestinais ricas em cisteina sendo
entdo transportado para a corrente sanguinea. Dessa forma, a metalotioneina regula
a ligacdo do zinco para a proteina intersticial rica em cisteina (GUTHERIE;
PICCIANO, 1994; MAFRA; COZZOLINO, 2004).

A metalotioneina funciona como moderador da liberacdo de zinco e sua
expressdo génica ¢é estimulada por hormbnios, como por exemplo, o0s
glicocorticéides e pela ingestdo alimentar de zinco (KING; SHAMES; WOODHOUSE,
2000). Quando existe aumento da concentracao de zinco, ocorre inducdo da sintese
de tioneina, por meio de sua acdo sobre fatores de transcricdo zinco-dependente,
formando a metalotioneina. Por outro lado, em situacdes de baixa disponibilidade, o
zinco, é liberado da metalotioneina, sendo incorporado a outras proteinas (DUFNER-
BEATTIE et al., 2003; MARET, 2000).

Atualmente duas familias de genes que participam do transporte de zinco tém
sido identificadas: SLC30A e SLC39A, sendo conhecidas como transportadores ZnT
(Zinc Transporter) e Zip (Zrt- and Irt-like proteins), respectivamente. As proteinas da
familia Zip transportam o zinco extracelular ou de vesiculas intracelulares para o
citoplasma e as da familia ZnT controlam a rota contraria deste transporte
(COUSINS; LUIZZI; LICHTEN, 2006; DERVIRGILIIS et al., 2007).
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Genes envolvidos na sintese de proteinas e que participam do transporte de
zinco foram clonadas. O gene do transportador ZnT-1 foi o primeiro a ser clonado e
sua expressdo é maior no duodeno e jejuno (McMAHON; COUSINS, 1998; SEKLER
et al., 2007). Este transportador € encontrado em todos os tecidos, sendo que nos
eritrocitos e nas células tubulares renais localizam-se, predominantemente, na
membrana basolateral, na qual regula respectivamente a absor¢céo e a reabsorcao
de zinco (PALMITER; FINDLEY, 1995).

Existem ainda o ZnT-2 presente no intestino, rins e testiculos, ZnT-3 localizado
principalmente no cérebro e nas membranas de vesiculas sinapticas ricas em zinco
e 0 ZnT-4 no cérebro e nas glandulas mamarias, podendo estar envolvido na
secrecdo de zinco no leite (McMAHON; COUSINS, 1998; SEVE et al., 2004). O ZnT-
5 é um transportador ubiquo localizado em vesiculas intracelulares né&o
acidotropicas, e expresso abundantemente nas células pancreaticas B. O ZnT-8
também é expresso nas células pancreéticas B (OVERBECK et al., 2008; SMIDT et
al., 2007).

ApoOs a absorcéo e liberacao das células intestinais pela membrana basolateral,
por meio dos transportadores, 0 zinco passa para 0S capilares mesentéricos e é
transportado no sangue portal, sendo captado pelo figado e, subseqgientemente,
distribuido para outros tecidos (COUSINS, 1985). No plasma, o zinco é carreado
ligado a proteinas, como a albumina, a, macroglobulina e aminoéacidos,
especialmente a histidina e a cistina. A excrecao de zinco ocorre primariamente pelo
trato gastointestinal (COUSINS, 1998; MARREIRO et al. 2007).

A concentragdo de zinco no plasma, que representa 0,1% do conteudo
corporal, é a fonte priméaria deste mineral para todas as células. Este compartimento
€ mantido sob controle homeostatico, e fatores como estresse, infeccao,
catabolismo, hormoénios e ingestdo alimentar estdo envolvidos nas flutuacbes de
zinco plasmatico (BROW, 1998; HAMBIDGE, 2003). Ja a concentracao de zinco nos
eritrocitos reflete alteragcdes a médio e longo prazos nos estoques desse mineral no
organismo, e a variacao indicada é devida a meia vida mais longa dessas células
(SANTOS; SARDINHA; COLLI, 2005).

O conteudo total de zinco no adulto humano é de cerca de 2,0g, sendo que
80% estdo distribuidos nos ossos, musculos, figado e pele, sendo também
encontrado no pancreas, prostata, olhos, cabelo e nas unhas. No sangue, cerca de
80% est& nos eritrocitos e 16% no plasma (YUYAMA et al., 2009).



18

A recomendacao atual de zinco varia de 6,8 a 8,5 mg/dia, segundo a EAR
(Estimated Average Requeriment) contida nas DRIs- Dietary Reference Intakes —
que reflete a quantidade do mineral suficiente para atingir as necessidades
nutricionais de metade dos individuos saudaveis de determinado género e estagio
de vida, sendo que o nivel maximo de ingestédo toleravel (UL) do mineral é de
40mg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE/FOOD AND NUTRITION BOARD, 2001).

2.3 Zinco e obesidade

Atualmente tem havido um crescente interesse sobre as alteracées hormonais,
bioquimicas e nutricionais presentes em individuos obesos. Neste aspecto, a
participacdo do zinco esta sendo destacada. Atkinson et al. ja em 1978, observaram
concentracfes de zinco plasmatico reduzidas em obesos, quando comparadas ao
grupo controle. Chen et al. (1988) verificaram que a concentracéo de zinco no soro e
cabelo de individuos obesos e com sobrepeso era inversamente correlacionada ao
indice de massa corpérea.

No estudo de Kennedy e Failla (1987), conduzido em experimento com ratos
obesos (ob/ob) e ratos magros C57BL, foi demonstrada baixa concentracdo de zinco
na pele, no musculo, no 0sso e no pancreas de camundongos obesos. Por outro
lado, o figado, o intestino e o tecido adiposo apresentam maiores concentracées
deste oligoelemento, sugerindo possivel alteracdo na sua distribuicdo em individuos
obesos.

Perrone et al. (1998) verificaram baixas concentracdes de zinco no soro de
criancas e adolescentes obesos, quando comparados ao grupo controle, mas em
relacdo ao eritrocito e cabelo, ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa.

As alteracfes na distribuicdo do zinco na obesidade podem ser decorrentes da
ligacdo deste mineral a metalotioneina em tecidos especificos, cuja sintese é
estimulada por alguns horménios, como por exemplo, os glicorticoides (KENNEDY;
FAILLA, 1987). Em camundongos obesos, a concentragcdo desses hormonios
normalmente apresenta-se elevada, 0 que manteria niveis elevados de
metalotioneina ligada ao zinco, “sequestrando” esse mineral em tecidos especificos
(BEGIN-HEICK et al.,1985).
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De acordo com Lordelo et al. (2007), embora as concentracdes de cortisol
circulante possam estar normais em pessoas obesas, a sua secre¢cdo encontra-se
aumentada em pacientes com distribuicdo de gordura visceral. Assim, a elevada
expressdo génica de metalotioneina no tecido adiposo visceral parece estar
associada ao aumento do cortisol ativo neste tecido (KIM et al., 2006).

O aumento da atividade de glicocorticide na gordura abdominal é devido a
maior atividade da enzima 11-beta-hidroxiesteréide desidrogenase do tipo 1
(11BHSD-1), que catalisa a interconversdo de cortisona para cortisol na célula-alvo
(LORDELO et al., 2007). Rask et al. (2001) avaliaram homens saudaveis submetidos
a biépsia de tecido adiposo subcutaneo abdominal e verificaram que quanto maior o
indice de massa corpérea, maior a atividade da enzima.

Di Martino et al. (1993) avaliaram a concentracdo de zinco no soro de 40
individuos obesos antes e apds 60 dias de tratamento sob intervencdo com dieta
hipocaldrica (737kcal/dia) e observaram que a concentracdo de zinco apds o
tratamento aumentou no soro. A hipotese dos autores é que em individuos obesos 0
zinco possivelmente esta aumentado no tecido adiposo e, durante a dieta
hipocalorica, a sua mobilizagdo resulta em aumento do mineral no soro.

Marreiro; Fisberg; Cozzolino (2002) estudando criangas e adolescentes obesos
observaram que estes possuiam reduzidas concentra¢des de zinco no plasma e nos
eritrocitos. Segundo os autores, a baixa concentracédo de zinco plasmatico no grupo
de obesos poderia estar associada a alteracdo no metabolismo do zinco, resultante
de distribuicdo anormal desse mineral no organismo.

Pires et al. (2007) verificaram reducdo nas concentracdes plasmaticas de zinco
e aumento do mineral nos eritrécitos em 22 mulheres obesas ap0s seis meses da
cirurgia bariatrica, o que caracteriza alteracbes na distribuicdo deste mineral na
obesidade.

A baixa concentracdo de zinco no plasma de individuos obesos parece estar
relacionada a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina geralmente encontrada
nestes pacientes (CHEN et al., 1988). A resisténcia a insulina na obesidade é
manifestada pela reducdo do transporte e do metabolismo da glicose, bem como
pelo aumento da liberacdo da glicose hepética. Essas altera¢des funcionais podem
resultar, em parte, de alteracbes nas vias de transmissao do sinal da insulina
(MARREIRO et al., 2004).
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A terapia com zinco promove aumento da lipogénese, sugerindo que esta
esteja relacionada com a sua funcdo sobre a acdo da insulina no tecido adiposo
(CHEN et al., 1988). Neste sentido, o zinco pode ter participacdo, estimulando a
atividade do receptor de insulina tirosina quinase, que, posteriormente, por meio do
estimulo pos-receptor, parece aumentar a translocacdo dos transportadores de
glicose dos seus sitios intracelulares para a membrana plasmatica (MARREIRO et
al., 2004).

Araky et al. (1991) demonstraram que 0 zinco pode modular a transcricdo do
receptor de insulina por meio das proteinas dedos de zinco, que contém trés dedos
de zinco necessarios para sua ligagdo. Os sitios dessas proteinas sdo necessarios
para ativar a expressao do receptor de insulina.

Uma outra hipdtese sobre a influencia do zinco no metabolismo periférico da
glicose estaria relacionada ao papel deste nutriente como antioxidante bioldgico. O
aumento da peroxidacgéo lipidica, comum em individuos diabéticos, seria atribuido a
reducdo da atividade da superoxido dismutase, dependente de zinco, 0 que
favoreceria 0 aparecimento de alteracdes na fluidez da membrana e na acédo da
insulina sobre o transporte de glicose (FAURE et al., 1992).

A participacdo do zinco no metabolismo de lipidios no tecido adiposo esta
relacionada a reducdo da atividade da enzima dependente de zinco gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase que participa na conversdo do gliceraldeido-3-fosfato em
piruvato. O gliceraldeido-3-fosfato € um intermediario comum na oxidacéo de glicose
e triacilglicerdis. A reducgéo da atividade desta enzima na deficiéncia de zinco leva a
maior utilizacdo desse intermediario para a producdo de triacilglicerol no tecido
adiposo (COLLIPP, 1984, COMINETTI; MARREIRO; COZZOLINO, 2009).

2.4 Obesidade, estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

O aparecimento da peroxidacdo lipidica na obesidade tem sido atribuido a
reducdo do consumo de alimentos antioxidantes, baixas concentragfes plasmaticas
de minerais como 0 zinco, selénio e magnésio e a reducdo de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (VINCENT;
INNES; VINCENT, 2007).
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Nas ultimas décadas, vérios estudos tém demonstrado a contribuicdo da
inflamacé@o para a manifestagdo do aumento de espécies reativas de oxigénio em
pacientes obesos. Os macrofagos presentes em tecido adiposo sdo importantes
fontes de citocinas inflamatodrias, particularmente o tecido subcutaneo e visceral
(WEISBERG et al.,, 2003). O aumento deste tecido estd associado a maior
expressdo do TNF-q, IL-6, IL-8 , leptina, inibidor do fator ativador de plasminogénio 1
(PAI-1), e diminuicdo da expressdo de adiponectina (ALVES, 2006; CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006; VOLP et al., 2008).

A associagéo entre inflamagé&o e obesidade foi demonstrada a partir de estudos
qgue identificaram elevada expressdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a em
pacientes obesos (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006). Pesquisas realizadas
posteriormente tém confirmado que a obesidade é um estado de inflamacéao cronica
(VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

O tecido adiposo ao estimular a produ¢do de macréfagos e citocinas, como a
IL-8 e TNF-a, aumenta a respiracdo celular e a producédo de espécies reativas de
oxigénio, como o anion superoxido, peréxido de hidrogénio, hidroxila e oxido nitrico
(SIQUEIRA JR, 2000). Estes radicais oxigenados, em desequilibrio com as defesas
antioxidantes do organismo, promovem o0 estado de estresse oxidativo
(RODRIGUES et al., 2003), sendo este considerado um dos mecanismos envolvidos
na resisténcia a insulina, no diabetes tipo 2 e nas doencas cardiovasculares, o que
explica a presenca da inflamacdo em todas essas condicbes (VAN GAAL et al.,
2006).

A producdo de espécies reativas de oxigénio normalmente esta associada as
alteracdes metabdlicas relacionadas a obesidade, como a hiperglicemia (PARK;
CHUNG; KIM, 2007), que favorece a geracao de superéxido, por meio da ativacéo
da NADPH oxidase (BROWNLEE, 2001).

As enzimas regulatorias do sistema redox, como a oxido nitrico sintase e a
NADPH oxidase, estdo elevadas no tecido adiposo de pacientes obesos. A enzima
oxido nitrico sintase produz 6xido nitrico, e seu aumento no obeso esta relacionado
a manifestacdo da resisténcia a insulina (FURUKAWA et al., 2004). A NADPH
oxidase participa da formacdo do radical superoxido (PRASAD et al., 2004). A
participacdo da Oxido nitrico sintase e da NADPH oxidase na producédo de espécies

reativas de oxigénio, requer a utilizacdo de NADPH como cofator, substrato tambéem
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com elevada concentracdo no tecido adiposo de obesos (PARK; CHUNG; KIM,
2007).

A disfuncdo mitocondrial também parece estar relacionada aos disturbios do
estresse oxidativo, incluindo complicacbes vasculares do diabetes e doencas
neurodegenerativas (HUANG; MANTON, 2004). No entanto, ainda € desconhecida a
participagéo da disfuncdo mitocondrial no tecido adiposo sobre o aparecimento de
doencas metabdlicas relacionadas a obesidade (PARK; CHUNG; KIM, 2007).

Por outro lado, o tecido adiposo secreta a metalotioneina, proteina que
desempenha papel antioxidante, ao proteger os acidos graxos do estresse oxidativo
nos adipdcitos e durante o transporte destes na microcirculagdo (DO et al., 2002;
TRAYHURN et al., 2000). Além do zinco, outros estimulos como a inflamacéo, o
estresse e 0s glicocorticoides podem induzir a expressao génica desta proteina
(DAVIS; COUSINS, 2000; SATO; KONDOH, 2002).

Diversas alteracdes na defesa antioxidante foram observadas em animais
obesos. A atividade da enzima glutationa peroxidase, bem como a glutationa
redutase estdo reduzidas em ratos ob/ob (CAPEL; DOREL, 1984). Prohaska et al.
(1988) identificaram reducgéo de 70% na atividade da glutationa peroxidase e de 30%
na superéxido dismutase em camundongos obesos. De forma semelhante, Olusi
(2002) e Ozata et al.(2002) também verificaram reducéo na atividade da superoxido
dismutase e glutationa peroxidase em pacientes obesos.

Nesse aspecto, 0 zinco parece possuir importante funcdo antioxidante em
pacientes obesos, ja que inibe a enzima NADPH oxidase, é cofator da enzima
superoxido dismutase, aumenta a metalotioneina e ainda compete com o ferro e
cobre na membrana celular diminuindo a producdo de hidroxilas (PRASAD, 1998;
PRASAD et al., 2004).

Na perspectiva de avaliar a fungdo antioxidante do zinco, Prasad et al. (2004)
suplementaram 10 voluntarios saudaveis com o0 mineral e compararam com um
grupo controle. Os individuos que receberam o zinco tiveram as concentracdes
plasmaticas de produtos de peroxidacao lipidica reduzidas, enquanto que nenhuma
alteracao foi observada no grupo controle. Segundo os autores, a suplementacéo
com zinco em individuos que possuem condigcbes associadas ao aumento do

estresse oxidativo, deve ser melhor avaliada.
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2.5 Obesidade, sindrome metabdlica e estresse oxida  tivo

A literatura tem demonstrado que a obesidade associada a sindrome
metabdlica normalmente apresenta elevada producdo de espécies reativas de
oxigénio. Neste sentido, os principais mecanismos envolvidos vao desde a presenca
de inflamacéo crénica de baixa intensidade, resisténcia a insulina até a producéo
aumentada de NADPH oxidase pelo tecido adiposo. De acordo com Van Guilder et
al. (2006), os pacientes com sindrome metabdlica possuem elevada produgédo de
lipoproteina de baixa densidade, proteina C reativa, TNF-a, IL-6 e LDL oxidada
quando comparados aos obesos sem a sindrome. Estes autores avaliaram 48
individuos de peso normal e 40 obesos, sendo 20 com a sindrome metabdlica e 20
sem a sindrome e verificaram efeitos sinérgicos da obesidade e sindrome
metabolica com os biomarcadores do estresse oxidativo e inflamacéo.

Aaron et al. (2006) analisaram 34 criancas distribuidas em 3 grupos: com peso
normal, excesso de peso e sindrome metabodlica e, excesso de peso sem a
sindrome. Nos pacientes obesos, o0 estresse oxidativo estava elevado principalmente
naqueles com a sindrome metabdlica pois, apesar de ndo apresentar diferenca
significativa na concentragao de TNF-a, foi verificada maior quantidade de insulina,
IL-6, proteina C reativa, leptina e de 8-isoprospane, sendo este ultimo, biomarcador
do estresse oxidativo. Segundo os autores, o aumento do estresse oxidativo na
sindrome metabdlica em criancas obesas favorece a manifestacdo da aterosclerose
precocemente.

No estudo de Skalicky et al. (2008) foi avaliado o nivel de estresse oxidativo e
inflamacdo em 40 adultos obesos com e sem sindrome metabdlica e comparado
com o grupo controle. Os autores avaliaram a concentracdo de malondialdeido,
glutationa oxidada e reduzida, fibrinogénio, proteina C reativa e marcadores que
determinam a sindrome metabdlica e verificaram que o aumento do estresse
oxidativo foi potencializado nos obesos com a sindrome metabdlica.

A presenga de inflamacdo cronica de baixa intensidade esta relacionada a
resisténcia a insulina que influencia a sindrome metabdlica. De acordo com Volp et
al. (2008) e Dandona et al. (2007), independente do agente iniciante, a relacéo entre
a resisténcia a insulina e processo inflamatorio é bidirecional, ou seja, qualquer

processo inflamatoério croénico induz a resisténcia a insulina, e esta por sua vez,
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acentua o processo inflamatério. Associado a isso, espécies reativas de oxigénio
ativam fatores de transcricdo sensiveis a oxido-reducdo, particularmente o fator
nuclear kB, induzindo a expresséo de proteinas inflamatorias incluindo TNF-a e IL-6
(LAVROVSKY et al., 2000).

A gordura visceral ao produzir citocinas, como a IL-6 e TNF-a induz a
resisténcia a insulina. Sola et al. (2008) encontraram aumento de marcadores
inflamatorios em obesos com a sindrome metabdlica quando comparado com
agueles sem a sindrome. As citocinas produzidas particularmente pelo tecido
adiposo visceral induz a resisténcia a insulina e a sindrome metabdlica,
provavelmente por aumentar a lipdlise, com inibicdo da lipase de lipoproteina,
aumento da liberacdo de acidos graxos livres e glicerol e reducao da expresséo do
substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e GLUT-4 nos tecidos muscular e
hepatico (VOLP et al., 2008).

A sindrome metabdlica consiste num conjunto de condigbes metabdlicas, tais
como hipertriglicemia, LDL elevadas, HDL diminuidas, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e hipertensdo arterial, que em associacdo com a
suscetibilidade genética e obesidade abdominal, constituem risco para a ocorréncia
de diabetes tipo 2, inflamacéo vascular, aterosclerose, insuficiéncia renal e hepatica
e doencas cardiacas (GRUNDY et al., 2004). De acordo com Grattagliano et al.
(2008), pacientes com a sindrome metabolica apresentam alteracdo no metabolismo
mitocondrial, aumento de depositos de gordura abdominal e elevado nivel circulante
de &cido graxo, sendo estes fatores contribuintes para o desequilibrio entre o
aumento da producao de radicais livres e reduzida defesa antioxidante.

O estresse oxidativo parece impedir a secrecdo de insulina pelas células 8 do
pancreas (MATSUOKA et al., 1997), o transporte de glicose no musculo (MADDUX
et al., 2001) e tecido adiposo (RUDICCH et al., 1998) induzindo a resisténcia a
insulina nesses tecidos. Furukawa et al. (2004) pesquisaram em homens obesos a
peroxidacao lipidica, por meio da concentracdo no plasma de TBARS e 8-epi-PGF2a
na urina e observaram que o estresse oxidativo ocorreu em pacientes com elevado
indice de massa corpdrea, independente de hiperglicemia. Paralelamente, os
autores determinaram a expressdo das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase em tecido adiposo branco de ratos

KKAYy obesos e observaram diminuicdo destas enzimas nos obesos.
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NAOTO et al. (2008), ao analisar o figado e tecido adiposo de ratos submetidos
a alimentacdo com elevada concentracdo de gordura observaram que o estresse
oxidativo precede a resisténcia a insulina. Neste estudo foi verificada super
expressao de genes responsaveis pela producédo de espécies reativas de oxigénio
no figado e tecido adiposo antes da resisténcia a insulina. Segundo os autores, a
producdo de espécies reativas de oxigénio pode influenciar o desenvolvimento da
resisténcia a insulina.

Diante das alteracbes metabdlicas e bioquimicas normalmente verificadas na
obesidade e na sindrome metabdlica, com a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio, disturbios no metabolismo de minerais e em componente do
sistema de defesa antioxidante, a realizacdo deste estudo pode contribuir para um
melhor entendimento acerca da influéncia dos componentes dessa sindrome sobre

0S mecanismos defesa antioxidante na obesidade.
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3.0 OBJETIVOS
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a zincemia, atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa
peroxidase e sua relacdo com parametros da sindrome metabdlica em mulheres
obesas.

3.2. Objetivos Especificos

. Analisar o consumo alimentar e adequacdo da dieta em relacdo a
macronutrientes e zinco.

. Avaliar as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco.

. Determinar a atividade das enzimas superoxido dismutase e glutationa
peroxidase em mulheres obesas.

. Investigar a existéncia da relagdo entre a zincemia, atividade das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase e 0s

componentes da sindrome metabdlica nas mulheres obesas.
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4.0 CASUISTICA E METODOS
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4.0 CASUISTICA E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo e protocolo experiment  al

Estudo de natureza transversal, analitico, caso controle, envolvendo 73
mulheres, na faixa etaria entre 20 a 50 anos. As pacientes foram distribuidas em 2
grupos: controle (eutroficas, n= 36) e estudo (obesas, n=37). As mulheres obesas
foram recrutadas da demanda espontanea do Ambulatério Escola da Faculdade
Integral Diferencial (FACID), Teresina- Piaui.

As mulheres obesas foram selecionadas de acordo com 0s seguintes critérios
de elegibilidade: IMC a partir de 30 Kg/m?, ndo fumantes, ndo apresentar doencas
cronicas, como diabetes mellitus e insuficiéncia renal crénica, ou processos
inflamatorios clinicos rotineiros e ainda uso de medicamentos e/ou suplementos
nutricionais que pudessem interferir no estado nutricional relativo ao zinco
(APENDICE A).

O grupo controle foi constituido por voluntarias que freqientavam o
Ambulatério Escola da Faculdade Integral Diferencial para consulta de rotina e que
possuiam caracteristicas semelhantes as pacientes obesas quanto a faixa etaria,
género, nivel social e que ndo apresentassem nenhum dos critérios de exclusao
acima mencionados.

Inicialmente foi definida a realizagcdo deste estudo envolvendo pacientes de
ambos 0s sexos, no entanto, pelas diferencas hormonais existentes entre o0s
géneros, bem como pela maior demanda das mulheres no Ambulatério, optou-se por
realizar o estudo apenas com aquelas pacientes do sexo feminino. Dessa forma, a
definicBo da amostra representativa de mulheres obesas foi baseada no numero
meédio de pacientes atendidas anual no ambulatério Escola da Faculdade Integral
Diferencial (FACID), o que totalizou 37 mulheres obesas.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui e todas as participantes assinaram termo de consentimento

informado previamente ao inicio do estudo.
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A selecao das participantes do estudo foi realizada por meio de uma entrevista
para averiguar se estas estavam aptas a participar da pesquisa de acordo com 0s
critérios propostos para o desenvolvimento do trabalho.

Etapas das atividades realizadas com as participantes do estudo:

a) Selecéo das pacientes obesas e grupo controle;

b) Procedimentos éticos, consentimento esclarecido;

c) Entrega de formulario para o registro alimentar;

d) Agendamento da coleta de sangue;

e) Obtencéo de amostras de sangue;

f) Realizacdo de medidas de composic¢éo corporal,

g) Avaliacdo de consumo alimentar;

h) Determinacdo de medidas bioquimicas.

4.2 Avaliacao do estado nutricional

4.2.1 Parametros antropométricos

* Peso (Kg) e Altura (cm):

O peso corporal foi determinado utilizando-se uma balanca digital Plena®
com capacidade maxima de 150 Kg, graduada em 100g, estando os participantes
descalcos e com roupas leves. A estatura foi medida com antropdmetro portatil
marca Seca®, de dois metros, fixado a parede nivelada, com a participante
descalca, a cabeca posicionada na posi¢cdo de Frankfurt, admitindo variagdo méaxima
de 0,5 cm entre duas medidas (NOLASCO, 1995).
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+ Indice de Massa Corpérea (IMC)

A obesidade foi determinada pelo “indice de Quetelet” ou indice de massa
corplrea, que é calculado a partir do peso do individuo (Kg) dividido pela sua altura
(m) elevada ao quadrado (WHO, 2000).

IMC (Kg/m?) = Peso atual (kq)
Altura (m)?2

A classificacdo da obesidade pelo indice de massa corporal, foi de acordo com
os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2000), apresentados do
Quadro 1

Quadro 1: Classificacdo do estado nutricional, segundo o Indice de Massa

Corpérea em adultos.

Classificacao IMC (Kg/m?)
Pré-obesidade 25,0-29,9
Obesidade classe | 30,0-34,9
Obesidade classe Il 35,0-39,9
Obesidade classe |l =40

Fonte: World Health Organization (2000).

+ Circunferéncia da cintura

A medida da circunferéncia da cintura foi realizada com as pacientes em pée,
utilizando uma fita métrica ndo extensivel, circundando o individuo na linha natural
da cintura, na regido mais estreita entre o térax e o quadril, no ponto médio entre a

Gltima costela e a crista iliaca. O Quadro 2 apresenta os valores limitrofes da



32

circunferéncia da cintura associados ao desenvolvimento de complicacdes

relacionadas a obesidade.

Quadro 2: Valores de referéncia para avaliagao de risco cardiovascular utilizando a

medida da circunferéncia da cintura.

SEXO Risco de Complicacdes Metabolicas Associadas a
Obesidade
Elevado Muito Elevado
HOMEM 294 cm 2102 cm
MULHER 280 cm =88 cm

Fonte: World Health Organization (2000).

4.3 Avaliacdo da composicao corporal

4.3.1 Impedancia bioelétrica

Para avaliagdo do percentual de gordura dos participantes do estudo foi
utilizado a impedéancia biolétrica como aparelho BYODYNAMICS modelo 310, Body
Composition Analyser — USA.

Para a determinacdo desta medida, os individuos ficaram deitados, em
decubito dorsal, com as pernas e os bracos afastados do corpo. Apos limpeza da
pele, foram colocados 2 eletrodos (um distal e outro proximal) nos seguintes pontos
anatomicos:

» Pé direito: o eletrodo distal na base do dedo médio e o eletrodo proximal um
pouco acima da linha da articulacdo do tornozelo, entre o maléolo medial e lateral da
tibia.

» Mao direita: o eletrodo distal na base do dedo médio e o eletrodo proximal um

pouco acima da linha da articulagdo do punho, coincidindo com o processo estiléide.
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Apés a colocacdo dos eletrodos, os cabos sensores foram conectados no
monitor e suas extremidades nos eletrodos, em seguida, foram digitados os dados
referentes ao género, idade, altura, e peso, para obtencdo do relatorio sobre a
composicao corporal (BIODYNAMICS, 1995).

4.4 Determinacdo de macronutrientes e zinco na diet a

O consumo de alimentos foi avaliado por meio de um inquérito alimentar
realizado de acordo com a técnica de registro de alimentos durante trés dias,
compreendendo dois dias da semana e um dia do final da semana (APENDICE B).
As pacientes foram orientadas quanto a forma correta de anotar os alimentos,
discriminando o tipo de refeigdo, preparagdes, porcionamento, medidas caseiras,
quantidades e horarios em que foram consumidas. Esta metodologia foi escolhida
devido a possibilidade de abranger, a curto prazo, a variabilidade de alimentos
consumidos por um grupo de individuos (BASIOTIS et al., 1987).

Os inquéritos alimentares foram analisados pelo programa computadorizado
NutWin versdo 1.5 do Departamento de Informatica em Saude da Universidade
Federal de Sdo Paulo (ANCAO et al., 2002). Os alimentos ndo encontrados no
programa foram incluidos na determinacdo da composicédo de nutrientes, tomando-
se por base a Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2006).

Para verificar a concentragéo de zinco presente nas dietas consumidas pelas
participantes do estudo, foi utilizada a Estimated Average Requirement (EAR),
contida nas DRIs (INSTITUTE OF MEDICINE/FOOD AND NUTRITION BOARD,
2001).

4.5 Coleta de material biologico

Amostras de 20mL de sangue foram retiradas no periodo da manha, 7:30 as
9:00 horas, estando os individuos em no minimo 12h de jejum. O sangue foi

coletado com seringas plasticas descartaveis e agulhas de ago inoxidavel, estéreis e
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descartaveis, sendo a seguir distribuido em tubos distintos: (1) tubo de vidro
contendo citrato de s6dio a 30% como anticoagulante (10ug/mL de sangue), para
analise de zinco; (2) tubo de vidro com EDTA (1mg/mL) para analise das enzimas
superéxido dismutase e glutationa peroxidase (5mL); (3) tubo sem anticoagulante
para a determinacdo do perfil lipidico e insulina (5mL); (4) tubo com EDTA para a
analise da glicemia de jejum (5mL).

4.6 Parametros bioquimicos de determinacdo do zinco

4.6.1 Controle de contaminacéao

Toda vidraria e o material de polipropileno a ser utilizado para analise de zinco
foram cuidadosamente desmineralizados numa solucdo de acido nitrico a 30%, por
no minimo por 12 horas, enxaguados 10 vezes consecutivas em agua deionizada,
minimizando assim a contaminacdo por minerais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985).

4.6.2 Reagentes

A agua utilizada no preparo das solucbes e para diluicdo das amostras foi
processada pelo MILLIQ® Water Syster (Continental Water Syster Corp. El Paso,
Texas) para que ficasse isenta de ions.
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4.6.3 Separacdo dos componentes do sangue

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacédo a 3000 x g durante

15 minutos (centrifuga SIGMAL 2K15), sendo o mesmo extraido com pipeta
automatica, acondicionado em tubos de polipropileno desmineralizados e estocado
em freezer a —20<C para posterior analise.

Para separacdo do eritrocito e subsequente determinacdo do zinco, foi
utilizado o método proposto por Whithehouse et al. (1982). Os eritrocitos foram
lavados com 10mL de solugdo salina isotonica 0,9%, cuidadosamente
homogeneizada lentamente por inversao e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos,
sendo o sobrenadante descartado.

O procedimento descrito foi realizado trés vezes, para remover
contaminantes do eritrocito (plaquetas e leucdcitos). Apos a ultima centrifugacéo, a
solucdo salina foi aspirada, descartada e a massa eritrocitaria foi extraida
cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica, transferida para tubos de
polipropileno desmineralizados e mantidos a temperatura de — 20T até o0 momento

da analise.

4.6.4 Determinacédo do zinco no plasma

A determinagcdo da concentragcdo do zinco no plasma foi realizada por
espectrofotometria de absorcédo atbmica de chama, segundo o método proposto por
Rodriguez et al. (1989). Duas aliquotas de cada amostra foram preparadas, diluindo-
se em agua processada pelo MILLIQ® Water Syster (Continental Water Syster Corp.
El Paso, Texas), na propor¢cao de 1:4, e aspiradas diretamente no espetrofotometro.

O aparelho de espectrofotometria de absorcdo atbmica utilizado teve as
seguintes especificacdes: marca: VARIAN SS 220; comprimento de onda: 213,9 nm;
fenda: 1nm; chama oxidante acetileno/ar, com fluxo de 2,5: 15//mim

respectivamente; sistema de atomizag&do-queimador com cabeca de uma fenda de
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10cm de largura e nebulizador munido de pérola de impacto e trés leituras com
tempo de 3 segundos.

O equipamento foi calibrado com solucbes aquosas de glicerol a 3% e acido
nitrico a 1%, preparadas por diluicdo de padrdo de zinco Tritizol® (MERCK), nas
concentracbes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 pg/mL, sendo os resultados fornecidos em
absorbancia obtidas e expressos em pgZn/dL, representando a média das
concentracbes das amostras preparadas em duplicatas . Os valores de referéncia

para a concentracdo de zinco no plasma foram de 70 a 110 pg/dL (GIBSON,1990).

4.6.5 Determinacédo de zinco nos eritrécitos

Para determinac&o de zinco nos eritrocitos, uma aliquota de 400 yL de massa
de eritrécito foi diluida 40 vezes em agua MILLI-Q®. Esta diluicéo foi feita em duas
etapas chamadas lisado 1 e 2, correspondentes respectivamente, a uma primeira
diluicdo da aliquota de 400 puL na proporcao de 1:4; e a uma segunda diluicdo na
qual foram pipetados em triplicata 400 pL do lisado 1 e diluidos novamente na
proporcao de 1:10. Apos homogeneizacdo, as amostras de lisado 2 foram aspiradas
diretamente no espectrofotdmetro de absor¢éo atdmica. O branco, preparado a 1%
de &cido nitrico, foi lido em paralelo as amostras, a fim de se verificar a presenca de
contaminacgao durante o preparo das mesmas.

A determinacdo da concentragdo de zinco nos eritrécitos foi feita em triplicata
utilizando-se o0 mesmo equipamento e condicdes descritas para 0 plasma,
modificando-se apenas os padrdes de zinco, preparados em solucdo aquosa.

Para expressar os resultados, em termos de zinco/massa de hemoglobina,
foram preparadas paralelamente as amostras para analise do zinco, aquelas para
analise da concentracdo de hemoglobina. Uma aliquota de 20uL do lisado 1 do
eritrocito foi diluida em 5mL de solucdo de Drabkin e determinada segundo o0 método
da cianometahemoglobina (VAN ASSENDELFT, 1972).

O espectrofotdmetro UV visivel (FEMTO Modelo 700S) foi utilizado para leitura
da hemoglobina, num comprimento de onda de 540 nm. A partir dos valores das

concentragdes de zinco e de hemoglobina, foi calculada a concentracdo de zinco,
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expressa em g de Zn/gHb. Os valores de referéncia para a concentracdo de zinco

nos eritrocitos foi de 40 a 44 pgZn/gHb (GUTHIERIE; PICCIANO, 1994).

4.7 Determinacéo da atividade das enzimas superoxid o dismutase e glutationa

peroxidase nos eritrécitos

Inicialmente, o plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo a 3000
X g durante 15 minutos a 4 C, extraido com pipeta automatica e acondicionados em
tubos de “ eppendorfs” de polipropileno previamente desmineralizados. A separacao
dos eritrocitos foi obtida por meio de um processo de lavagem da massa eritrocitaria
com 5 mL de solucdo salina a 9% e homogeneizada lentamente por inversao e
centrifugada a 4000 x g por 10 minutos (SORVALL ® 2K15) a 4°C, descartando o
sobrenadante, sendo o procedimento repetido por trés vezes. Apos a Ultima
centrifugacéo, a solucdo salina foi aspirada, desprezada e a massa eritrocitaria foi
cuidadosamente extraida com micropipeta, colocada em tubos eppendorfs
desmineralizados, e acondicionados a 80° C, para as analises posteriores das
enzimas superoxido e glutationa eritrocitaria.

A atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria foi determinada nos
eritrocitos pelo método in vitro, em um analisador bioquimico Lyasis, utilizando um kit
disponivel comercialmente (Ransod; Randox Laboratories, UK), conforme
metodologia recomendada pelo fabricante. O lisado foi diluido com tampéao fosfato
0.01mol/l pH 7,0, de forma que o percentual de inibicdo ficasse entre 30 % e 60%.
Para tanto, foram preparados além da amostra, o substrato misto, tampé&o, xantina
oxidase e o padréao, para posteriormente ser calculada a atividade da enzima em
analise. Sendo a mesma expressa em U/gHb.

A determinacdo da atividade da glutationa peroxidase foi realizada nos
eritrocitos, de acordo com a metodologia proposta por Paglia; Valentine (1967), no
analisador bioquimico automatico Liasys®, utilizando um kit disponivel
comercialmente (Ransel; Randox Laboratories, UK). Esta técnica baseia-se na
oxidacdo da glutationa em peroxido de hidrogénio. Na presenca da glutationa
redutase e NADH, a glutationa oxidada é imediatamente convertida a forma
reduzida, com concomitante oxidacdo de NADH (reduzido NADPH a NADH+).
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Também foi determinada a concentracdo de hemoglobina, uma vez que a atividade
da enzima é expressa em pumol de NADH oxidado/min/mg de hemoglobina.

As andlises da atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa
peroxidase foram realizadas no Laboratério de Doencas Nutricionais e Metabdlicas
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sé&o
Paulo/USP.

4.8 Avaliagdo da sindrome metabolica

A | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica
(BRANDAO et al., 2005) segue as definicdes da National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel 1l (NCEP- ATP Ill, 2002), onde a sindrome
metabdlica € caracterizada pela combinacdo de pelo menos trés componentes
representados no Quadro 3.

Para a avaliacdo das concentracdes de triglicerideos, colesterol, HDL e
glicemia de jejum foi colhido o sangue das pacientes, apés 12 horas de jejum, e
analisados segundo método enzimético e colorimétrico, respectivamente. A
determinacao da insulina foi realizada por radioimunoensaio. A afericdo da presséo
arterial foi feita com Aparelho Digital de Pulso da marca G-Tech, modelo BP3AF1-3,

apos o paciente ficar 10 minutos em repouso.
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Quadro 3 : Componentes da sindrome metabdlica segundo o NCEP-ATP II.

COMPONENTES NIVEL
Obesidade abdominal por meio da circunferéncia abdo minal
Homens >102 cm
Mulheres > 88 cm
Triglicerideos = 150 mg/dL
HDL Colesterol
Homens <40 mg/dL
Mulheres <50 mg/dL
Presséo Arterial =130/ 2 85 mm Hg
Glicemia de Jejum =110 mg/dL

Fonte: Adaptacdo do NCEP-ATP Il (2002).

4.9 Caracterizagdo da resisténcia insulinica

O Homeostasis Model Assessment (HOMA) € um modelo matematico que se
baseia na interacdo da glicose com a insulina. Este indice indica o grau de
combinac¢ao de uma dada hiperglicemia com concentracdes basais de insulina baixa,
normal e elevada (MATTHEWS et al., 1985). O HOMA tem sido proposto como um
meétodo para avaliar a sensibilidade ou resisténcia a insulina e a funcao das células
B, a partir das concentracdes de insulina e glicose de jejum, utilizando a seguinte

formula:

Resisténcia a insulina (IR) = insulina (uU/mL) x glicose (mmol/L)
22,5

Os valores de HOMA determinam a eficacia dos niveis de insulina de jejum

em equilibrio para regular a glicose sanguinea (MATTHEWS et al., 1985).
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4.10 Andlise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva das variaveis observadas nos grupos em
estudo utilizando medidas de tendéncia central e de dispersdao, como média e desvio
padrdo. Os dados foram analisados no programa estatistico S-PLUS V. 3.2 Release,
no Minitab for Windows Release 11.0 e no SPSS for Windows 9.0.

As relacbes entre as variaveis foram testadas usando o teste t de Student. A
diferenca foi considerada significante quando p<0,05 e intervalo de confianca
adotado foi de 95%. Na analise das variaveis possivelmente inter-relacionadas foi
utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson e analise de regressao linear
multivariada.

Para avaliar os componentes da sindrome metabdlica que possam influenciar
os valores das enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e zinco
eritrocitario, foi examinada a aplicacdo de um modelo de regressdo multivariada
contendo como variaveis independentes: glicose plasmatica, colesterol total,
triglicerideo, colesterol HDL, IMC, circunferéncia da cintura e presséo arterial e como
variaveis dependentes: as enzimas superéxido dismutase, glutationa peroxidase e o
zinco eritrocitario. Considerou-se o modelo de regressao significativo quando este

apresentou p=<0,05.

4.11 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, CAAE (Certificado de Apresentacao para Apreciacdo do Comité de
Etica) N0084.0.045.000-09 (ANEXO A). As participantes do estudo assinaram o
Consentimento Livre e Esclarecido, apés as mesmas terem recebido informacdes
detalhadas sobre a natureza da investigagcédo, obedecendo as normas do Conselho
Nacional de Pesquisa, contidas na Resolucéo 196/96 (APENDICE C).
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5.0 RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS

5.1 Avaliacado do estado nutricional e composi¢cdo co rporal das participantes
do estudo

Os valores médios e desvios padrdo dos parametros antropométricos e
composicao corporal utilizados na avaliacdo do estado nutricional estdo na Tabela
01. Foram encontradas diferencas estatisticas significativas (p< 0,05) em relacéo ao
peso, IMC, circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal, peso em

massa magra e massa gorda nos grupos avaliados.

Tabela 01: Valores médios e desvios padrédo da idade, peso, altura, indice de massa
corplrea, circunferéncia da cintura, percentual de gordura, massa magra, massa

gorda das mulheres obesas e grupo controle.

Parametros Mulheres Obesas Controle
Média £ DP Média + DP
(n=37) (n=36)
Idade (anos) 33,7+7,89 31,25 +7,82
Peso (Kg) 82,6 *+ 11,4 54,4*+5,4
Altura (cm) 154,3+0,0 157,6 £ 0,05
IMC (Kg/m2) 34,5+ 3,4 21,7*+1,9
CC (cm) 102,4* + 8,5 75,4 *+ 6,3
GC (%) 41,6* £ 6,3 30,7*+9,7
MM (Kg) 47,9*+7,3 37,2*+ 6,2
MG (Kg) 3455 +7,7 16,7* + 6,0

IMC= indice de massa corporal, GC (%)= percentual de gordura, MM (Kg)= massa magra, MG (Kg)=
massa gorda, CC= circunferéncia da cintura. * Valores significativamente diferentes entre as mulheres

obesas e grupo controle, teste t de Student (p<0,05).
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5.2 Avaliacédo do consumo alimentar

Os valores médios e desvios padrdo dos parametros obtidos da andlise das
dietas consumidas pelas mulheres obesas e grupo controle estdo descritos na
Tabela 02. Verifica-se que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) em

relacdo a energia, lipideos e ingestao de zinco.

Tabela 02: Valores médios e desvios padrdao do zinco, macronutrientes e energia

presentes na alimentagédo das mulheres obesas e grupo controle.

Energia/Nutrientes Mulheres Obesas Controle
Média £ DP Média + DP
Energia (Kcal) 1814,6* +485,0 1360,2 *+ 340,9
Carboidratos (%) 46,5 £ 8,0 50,4 £8,9
Proteinas (%) 20,5+5,0 22,2+6,5
Lipideos (%) 33,0+ 6,0 27,4*+6,4
Zinco (mg/dia) 10,8*+ 4,7 7,629

* Valores significativamente diferentes entre as mulheres obesas e grupo controle, teste t de Student
(p<0,05). Valores de referencia de ingestao de zinco: EAR=8,5 mg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE,
2001).

5.3 Parametros bioquimicos de avaliagéo do zinco

Na Tabela 03 encontram-se os valores meédios e desvios padrédo obtidos das
concentragdes de zinco no plasma e nos eritrécitos das mulheres obesas e grupo
controle. Verifica-se diferenga estatistica significativa entre as concentragdes

eritrocitarias de zinco entre os grupos (p<0,05).



Tabela 03: Valores médios e desvios padrdo das concentragBes plasmaticas e

eritrocitarias de zinco das mulheres obesas e grupo controle

Parametros Mulheres Obesas Controle p
Média £ DP Média £ DP
Plasma 72,2+9,0 73,485 p>0,05
(Hg/dL)
Eritrécito 36,4 £ 15,0 45,4 £ 14,3 p<0,05
(HgZn/gHb)

Teste t de Student

5.4 Concentracdes séricas das enzimas superdxido di  smutase e glutationa

peroxidase

Na Tabela 04 encontram-se os valores médios e desvios padrdo obtidos da
atividade das enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase nos eritrocitos
das pacientes obesas e grupo controle. Pode-se verificar diferenca significativa em
relacdo a atividade da enzima glutationa peroxidase (p<0,05).
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Tabela 04: Valores médios e desvios padrdo das concentragcfes eritrocitarias de
superéxido dismutase e glutationa peroxidase das mulheres obesas e grupo

controle.
Parametros Mulheres Obesas Controle
Média + DP Média + DP
SOD 1816,0 + 680,4 1786,8 +490,7
(U/gHDb)
GPX 46,4*+19,4 36,7*+13,6
(U/gHDb)

Valores de referéncia para SOD pelo kit Ransod Randox: 1102-1601 U/gHb.Valores de referéncia
para GPX pelo kit Ransel 505 Randox: 27,5 — 73,6 U/gHb.* Valores significamente diferentes entre os
grupos de obesas e controle, Teste t de Student (p<0,05).SOD= superéxido dismutase.GPX=
glutationa peroxidase

5.5 Marcadores da sindrome metabdlica dos participa  ntes do estudo

Na Tabela 05 encontram-se os valores médios e desvios padrdo obtidos das
concentracbes de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL e insulina
das mulheres obesas e grupo controle. Verifica-se que houve diferenca estatistica
significativa em relagdo a pressao arterial e colesterol total entre os grupos
estudados (p<0,05).
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Tabela 05: Valores médios e desvios padrdo da pressao arterial, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideo, glicose, insulina, HOMA ;..

Parametros Mulheres Obesas Controle
Média £ DP Média + DP
Presséo Sistdlica 124,1* £15,1 108,2* £10,9
Presséo Diastolica 84,2* + 10,6 73,6*+9,4
Colesterol Total 179,3*+ 118,7 168,2* + 15,0
HDL Colesterol 39,4+59 39,2+54
Triglicerideo 82,3+34,8 71,3+24,3
Glicose 88,0 +16,4 86,0 +15,9
Insulina 143 +5,6 14,7 +6,1
HOMA i 3,2+1,6 3,2+15

* Valores significativamente diferentes entre as mulheres obesas e grupo controle, teste t de Student
(p<0,05).

5.6 Correlacbes entre as concentracbes do zinco e a atividade da enzima

superoéxido dismutase

Na Tabela 06 verificam-se os coeficientes obtidos das analises de correlacao
entre 0os parametros bioquimicos do zinco e a atividade da enzima superéxido
dismutase nas mulheres obesas e grupo controle. Pdde-se verificar correlagcéo

positiva entre o zinco eritrocitario e a atividade da enzima.
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Tabela 06: Correlacdo entre o zinco plasmético e eritrocitario e a atividade da

enzima superoxido dismutase

Parametros Coeficiente de correlagéo (r)
Mulheres Obesas Controle
Zinco no plasma x SOD 0,15 0,25
Zinco no eritrécito x SOD 0, 69* 0,74*

SOD= Superoxido dismutase. * Correlagéo positiva significativa (p<0,05)

5.7 Andlise de regressdo multivariada entre o zinco eritrocitario, a atividade
das enzimas superoxido dismutase e glutationa perox idase e os parametros da

sindrome metabolica nas mulheres obesas

Os resultados da analise de regressdo multivariada entre os parametros
avaliados encontram-se na Tabela 07. PoOde-se verificar que o modelo foi
estatisticamente significativo na andlise da superéxido dismutase e parametros da
sindrome metabdlica. Nesta analise, verificou-se correlagdo negativa entre a

atividade da enzima, a glicose plasmatica, IMC e circunferéncia da cintura (p < 0,05).
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Tabela 07: Analise de regressdo multivariada dos parametros da sindrome

metabdlica, do zinco e da atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa

peroxidase nas mulheres obesas

Parametros SOD GPX Zn Eritrocitario
Beta t sig. | Beta t sig. Beta t sig.
Glicose -050 -2,43 0,02 | -0,15 -0,75 0,46 -0,31  -1,44 0,16
Colesterol |-0,12 -279 043 |-0,07 -0,46 0,65 0,03 0,17 0,87
Triglicerideo | 0,34 2,09 0,46 | 0,51 3,06 0,05 | 0,21 1,20 0,24
HDL -025 -1,48 015 |-023 -1,36 0,18 -0,19  -0,08 0,29
IMC -0,65 -2,80 0,01* |-0,22  -0,90 0,37 -0,57  -2,37  0,02*
CC -0,63 -2,85 0,01* |-0,23  -1,00 0,32 -0,67 -2,85  0,01*
PAS 0,10 0,29 0,77 |-0,02  -0,07 0,94 0,37 1,01 0,32
PAD -0,10 -2,96 0,77 |0,10 0,31 0,76 -056 -1,69 0,10
r? 0,39 0,35 0,32
F 2,26 1,91 1,70
p 0,05* 0,10 0,14

CC= Circunferéncia da cintura. SOD= superoxido dismutase; GPX= glutationa peroxidase
*Valores estatisticamente significante (p<0,05)

5.8 Parametros bioquimicos do zinco e atividade das

dismutase e glutationa peroxidase nas mulheres obes

metabdlica

enzimas superoéxido

as com e sem sindrome

Na Tabela 08 encontram-se o0s valores médios e desvios padrdo dos
parametros obtidos da analise do zinco plasmatico e eritrocitario e a atividade das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase nas mulheres obesas com e
sem sindrome metabdlica. Verifica-se que ndo houve diferenca estatistica

significativa (p<0,05) entre os grupos avaliados.
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Tabela 08: Valores médios e desvios padrdo das concentragBes plasmaticas e
eritrocitarias de zinco e atividade das enzimas superdoxido dismutase e glutationa

peroxidase em mulheres obesas com e sem a sindrome metabdlica

Parametros Obesas com sindrome Obesas sem sindrome
Média + DP Média + DP
(n=17) (n=20)
Zinco Plasma 72,3+7,6 71,9+10,2
(ng/dL)
Zinco Eritrécito 36,6 +15,5 36,6 +15,5
(MgZn/gHDb)
SOD 1795,0 + 666,1 1833,0 +709,1
(U/gHb)
GPX 51,38 + 22 82 42,1 +1572
(U/gHb)

Valores de referéncia para SOD pelo kit Ransod Randox: 1102-1601 U/gHb.Valores de referéncia
para GPX pelo kit Ransel 505 Randox: 27,5 — 73,6 U/gHb.SOD= superdxido dismutase, GPX=
glutationa peroxidase.
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Neste estudo foram determinados parametros bioquimicos do zinco e atividade
das enzimas superdxido dismutase e glutationa peroxidase, bem como foi
investigada a sua relagdo com componentes da sindrome metabdlica em mulheres
obesas. As concentracbes médias de zinco encontradas no plasma né&o
demonstraram diferenca estatistica significativa entre os grupos pesquisados
(p>0,05).

Apesar de nao ter sido demonstrada diferenca significativa nas concentracdes
de zinco no plasma, pode-se verificar um maior teor deste mineral na dieta
consumida pelas obesas (p<0,05). Dessa forma, o conteddo superior de zinco
encontrado nas dietas das mulheres obesas néo parece ter influenciado os valores
plasmaticos do mineral.

Nesse aspecto, € oportuno mencionar que o plasma é um parametro de
avaliacdo deste oligoelemento que apresenta dindmica rapida, e que o mantém sob
um controle homeostatico, podendo sofrer inUmeras influéncias fisiopatolégicas em
resposta a varias circunstancias, tais como: estresse, infeccdo, catabolismo,
horménios e ingestdo alimentar (HAMBIDGE, 2003; HESS et al.,, 2007; KING,;
SHAMES; WOODHOUSE, 2000).

Outro aspecto importante € que na circulacdo cerca de 80% do zinco esti
presente nos eritrocitos e apenas 16% se encontra no plasma. Neste sentido, em
face da meia vida do eritrocito ser de 120 dias, 0 zinco eritrocitario torna-se um
parametro do estado nutricional relativo a esse micronutriente de periodo mais
longo, por isso € considerado um parametro mais sensivel (DAVIS; MILNE;
NIELSEN, 2000; MAFRA; COZZOLINO, 2004; VALLEE; FALCHUK, 1993).

Com intuito de obter melhor entendimento sobre o comportamento metabdlico
do zinco na obesidade, alguns estudos tém sido conduzidos, utilizando outros
marcadores, como por exemplo, os eritrocitos, sendo este considerado mais sensivel
para a avaliacdo do estado nutricional relativo a este mineral. Dessa forma,
diferentemente dos resultados obtidos no plasma, os valores médios da
concentracdo de zinco nos eritrocitos das mulheres obesas no presente estudo
foram significativamente menores do que os controles (p< 0,05). Estes resultados
estdo de acordo com aqueles ja encontrados por Marreiro; Fisberg; Cozzolino
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(2002), num estudo conduzidos em criangas e adolescentes obesos e por Ozata et
al. (2002) em homens adultos obesos.

Nessa discussdo, um fato relevante diz respeito a composicdo corporal das
pacientes avaliadas, sendo que estas apresentavam valores da circunferéncia da
cintura e percentual de gordura corporal superior ao grupo controle (p< 0,05), sendo
que o acumulo de tecido adiposo aumenta a concentracdo do cortisol, que por sua
vez estimula a secrecdo da metalotioneina, proteina que promove a retencédo de
zinco nesse tecido, o que pode ter contribuido para os valores médios do zinco nos
eritrocitos (BEGIN-HEICK et al., 1985; KIM et al., 2006).

Com relagdo aos resultados da determinacdo da atividade das enzimas
superéxido dismutase e glutationa peroxidase nos eritrocitos, péde-se verificar que
estas estavam superiores em relagdo ao grupo controle, sendo que apenas a
atividade da enzima glutationa peroxidase revelou diferenca estatistica significativa
entre os grupos estudados (p>0,05).

Os dados obtidos da atividade da enzima superoxido dismutase e glutationa
peroxidase estdo de acordo com aqueles encontrados por Erdeve et al. (2004), que
verificaram elevada atividade destas enzimas nos eritrocitos de criangas obesas e
também por Capel e Dorel (1984) em ratos obesos. Para estes autores, nos
primeiros estagios da obesidade pode haver aumento das enzimas antioxidantes
para neutralizar o estresse oxidativo. Estes resultados parecem estar relacionados
ao baixo grau de classificacdo da obesidade das pacientes obesas avaliadas, que
apresentavam valores médios de IMC igual a 34,5kg/m® Segundo a opinido de
alguns pesquisadores, quanto maior o grau de obesidade menor a atividade das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase, o que nao foi verificado nos
resultados deste estudo (OLUSI, 2002; OZATA et al., 2002)

Por outro lado, resultados da maioria das pesquisas sobre a atividade das
enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase nos eritrocitos de obesos tém
revelado reducdo na atividade dessas enzimas neste componente sanguineo e
aumento em tecidos especificos, conforme mostrado nos estudos de Ozata et al.
(2002), Viroonudomphol et al. (2000) e Olusi (2002). De acordo com Viroonudomphol
et al. (2000) a atividade dessas enzimas parece ser a primeira defesa a ser
estimulada em resposta a adaptacdo ao estresse oxidativo em células e Orgaos.
Dessa forma, reforca o entendimento de que a reducdo na atividade dessas enzimas

nos eritrécitos parece ocorrer em funcdo da sua demanda para os tecidos.
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A exemplo de outros estudos dessa natureza, Vincent et al. (1999) verificaram
maior atividade da enzima superoxido dismutase dependente de manganés em
mitocondrias no miocéardio de ratos obesos em relagdo grupo controle. No mesmo
estudo ndo foram encontradas diferencas significativas em relacdo a enzima
glutationa peroxidase e superéxido dismutase cobre-zinco dependentes.

Na opinido dos pesquisadores, o0 aumento na atividade de enzimas
antioxidantes ocorre principalmente em tecidos especificos, como o figado, rins,
musculos, miocardio, provavelmente em funcdo de uma maior demanda da atividade
destas enzimas para combater os radicais livres produzidos na obesidade. Segundo
estes autores, 0 aumento da atividade desses antioxidantes ndo € suficiente para
compensar a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio nestes pacientes
(CAPEL; DORRELL, 1984; NAKAO et al., 2000; VINCENT et al., 1999).

Um ponto importante a ser considerado nessa discusséo, diz respeito aos
resultados da andlise realizada para investigar a relagdo entre os parametros
bioquimicos do zinco e a atividade da enzima superéxido dismutase. Nesse aspecto,
pode-se verificar a existéncia de correlacdo positiva significativa entre o zinco
eritrocitario e a enzima superéxido dismutase tanto nos obesos (r=0,69), qguanto nos
controles (r= 0,74). Estes dados podem ser justificados pelo fato do mineral ser
cofator da enzima, evidenciando a sua importancia como nutriente antioxidante.

Neste estudo, também foi realizada uma analise de regressdo multivariada
para verificar o comportamento dos parametros da sindrome metabdlica em relacao
a atividade das enzimas superoxido dismutade, glutationa peroxidase e o zinco
eritrocitario. Quanto aos resultados destas analises, p6de-se verificar a existéncia de
correlacdo negativa em relacdo a atividade da enzima superoxido dismutase e as
concentracbes plasmaticas de glicose, o indice de massa corpérea e a
circunferéncia da cintura.

Sobre estes dados, é oportuno destacar que as alteragdes no metabolismo da
glicose estdo normalmente associadas aos disturbios do estado oxidativo, o que
explicaria a relacao inversa encontrada entre a concentracdo plasmatica de glicose e
a atividade da enzima superoxido dismutase avaliadas neste estudo. De forma
semelhante, no estudo de Baynes (1991), também foi verificada relacdo inversa
entre estes parametros, ou seja, quanto maior a glicemia de jejum, menor a atividade

da enzima antioxidante.
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Outro resultado obtido da andlise de regressao realizada neste estudo foi a
relacdo inversa entre a atividade da enzima superoxido dismutase e os parametros
antropometricos (circunferéncia da cintura e indice de massa corpérea). Uma
justificativa para tal resultado, diz respeito as caracteristicas do tecido adiposo,
sendo este considerado um 6érgdo enddcrino, capaz de produzir citocinas pro-
inflamatorias, que participam diretamente na producdo de espécies reativas de
oxigénio e resisténcia a insulina (RODRIGUES et al., 2003; SOLA et al. 2008).
Assim, esta fundamentacdo pode contribuir para explicar o fato de ter sido
encontrada relagdo inversa entre a atividade da enzima superoxido dismutase e 0s
parametros de adiposidade avaliados neste estudo.

Analisando os resultados bioquimicos do zinco e atividade das enzimas
superéxido dismutase e glutationa peréxidase entre as mulheres obesas com e sem
a sindrome metabdlica, pode-se verificar que ndo houve diferenca significativa entre
essas variaveis. Sobre este aspecto, embora seja bastante estabelecida na literatura
a influéncia da sindrome metabdlica sobre os componentes do sistema de defesa
antioxidante, esses resultados mostram que as alteracdes verificadas nos
parametros bioquimicos do zinco e atividades de enzimas antioxidantes, parecem
ser decorrentes dos disturbios da obesidade e ndo da presengca da sindrome
metabdlica. Segundo opinido de pesquisadores, 0 estresse oxidativo precede a
resisténcia insulinica e, portanto a sindrome metabdlica (NAOTO et al., 2008).

A partir dos resultados deste estudo, podemos pressupor que apenas a
atividade da enzima superoxido dismutase nos eritrécitos parece sofrer influéncia
dos componentes da sindrome metabdlica, como por exemplo, a glicose plasmatica
e alguns parametros de adiposidade (circunferéncia da cintura e IMC). Este dado
explica a contribuicdo da alteracdo na glicemia e na gordura corporal sobre a
manifestacdo do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e a
defesa antioxidante em pacientes obesos. Contudo, novos estudos sobre a
participacdo de substancias antioxidantes no estresse oxidativo presente na
obesidade poderdo auxiliar no desenvolvimento de estratégias para intervencoes
tanto na prevencdo quanto no tratamento de distarbios associados a esta doenca

cronica.
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v" O consumo de zinco pelas mulheres obesas é superior em relacdo ao grupo
controle.

v As concentragfes de zinco encontradas no plasma das pacientes obesas nao
apresentam diferenca estatistica significativa em relacdo ou grupo controle.
Ja os valores de zinco eritrocitario apresentam-se reduzidos em relacdo ao
grupo controle, com diferenca estatistica significativa.

v A analise da atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa
peroxidase demonstra que estas estavam mais elevadas nas mulheres
obesas em relacdo ao grupo controle, sendo que apenas a atividade da
glutationa peroxidase revelou diferenca estatistica significativa entres os
grupos avaliados.

v' A andlise de regressdo multivariada para investigar a influéncia dos
componentes da sindrome metabdlica sobre os antioxidantes (zinco,
supéroxido dismutase e glutationa peroxidase) revela significancia estatistica
apenas em relacdo a superoxido dismutase, sendo que esta enzima possui
correlacdo negativa com a glicose plasmética, a circunferéncia da cintura e o

indice de massa corpérea.
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APENDICE A — FICHA DE CADASTRAMENTO DOS PARTICIPANT ES

FICHA DE CADASTRAMENTO N°
IDENTIFICACAO

68

Nome Data__ / /

DN / / Idade  anos

Endereco

Bairro Cidade Estado
CEP - Telefones:

HISTORIA CLINICA

1. Doencas Associadas: Sim () Nao ( )

( ) Diabetes Mellitus ( ) Doenca Renal () Dislipidemias
( )Hipertensao Arterial Sistémica ( ) Outras

2. Uso de Medicamentos: Sim () Nao ( )

Quais?

3. Uso de Suplementos Nutricionais: Sim () Nao ( )

Quais?

4. Fumante: Sim( ) Nao( )

5. Tratamento Prévio: Sim( ) Nao( )

6. Pratica atividade fisica: Sim ( ) Nao ( )

Qual e com que frequéncia:

AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E DA COMPOSICAO CORPORAL

1. PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

* Peso: Kg
* Altura: m Altura 2 m?2
* IMC:

* Estado Nutricional:

* Circunferéncia da cintura: cm

* Pressao Arterial: mm/Hg



2. IMPEDENCIA BIOELETRICA
* GC (%):

* GC (Kg):

« MM (Kg):

* TMB:

3. AVALIACAO BIOQUIMICA:
Glicemia de jejum:

Insulinemia de jejum:

HOMA-ir:

Perfil Lipidico:

Glutationa Peroxidase:

Superodxido Dismutase:

Zinco Eritrocitario:

Zinco Plasmatico:

69
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APENDICE B
REGISTRO ALIMENTAR

REGISTRO ALIMENTAR N°

NOME DATA / /
DIA DA SEMANA
REFEICAO QUANTIDADE
RECEITAE
HORA ALIMENTO | TIPO EM MEDIDAS | MARCA
RENDIMENTO

LOCAL CASEIRAS
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APENDICE C— TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AWy, UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

4;/;’\1\\5 PRO-REITORIAADE PESQUIS,,A E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS E SAUDE
PROGRAMA DE MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Relagdo entre a zincemia e a atividade das enzimas superoxido

dismutase e glutationa peroxidase em pacientes obesos.

Pesquisadora responsavel : Dilina do Nascimento Marreiro

InstituicAo/Departamento:  Universidade Federal do Piaui/ Programa de Mestrado
em Ciencias e Saude

Pesquisadora Participante : Flavia Ennes Dourado Ferro

Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar)  : (86) 8814-3543/ (86) 9987-6175

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao responsavel
pelo estudo sobre qualquer davida que tiver. Este estudo esta sendo conduzido pela
mestranda Flavia Ennes Dourado Ferro, orientada pela Profa Dra Dilina do
Nascimento Marreiro. ApOs ser esclarecido (a) sobre as informacfes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que estd em duas vias.
Uma delas é sua e a outra é do pesquisador. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui pelo telefone (086) 3215-5734.

DESCRICAO DA PESQUISA
Esta pesquisa tem por objetivo avaliar a concentracdo de zinco, que participa

dos mecanismos de defesa do organismo e € necessario para o funcionamento das

enzimas superdxido dismutase em pacientes obesos com e sem sindrome



72

metabdlica (gordura e agucar o sangue alta, colesterol HDL baixo e aumento da
presséao arterial), comparando com pacientes de peso normal. A fim de verificar se a
obesidade sozinha ou associada a sindrome metabdlica diminui os mecanismos de
defesa do organismo (concentracdo de zinco e das enzimas superoxido dismutase e
glutationa peroxidase). Para tanto o voluntario sera submetido a coletas de sangue
para a analise do mineral-zinco, colesterol HDL, triglicerideo, glicemia de jejum,
insulina e das enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase, avaliacbes
antropometricas, da porcentagem de gordura corporal por meio da impedéancia
bioelétrica e a avaliacdes do consumo alimentar por meio de registros alimentares.
N&o sera realizada entrevista gravada ou filmada.

Ao participar da pesquisa o voluntario ndo sofrera nenhum prejuizo, podera, no
entanto sentir leve desconforto em vista da coleta do material biologico, requerido
para realizagdo desta. Todos o0s procedimentos deverdo realizar-se junto ao
Ambulatério Escola da FACID, cabendo ao voluntario e/ou responsavel comparecer a
mesma quando for solicitado, em dia e hora a ser estabelecida de acordo com a
disponibilidade de ambas as partes (pesquisador e voluntario).

Os participantes do estudo terdo como beneficios, além dos resultados dos
exames de sangue e dados sobre a composicéo corporal (percentagem de gordura
corporal e outros), uma dieta nutricional de acordo com a sua necessidade, bem
como contribuirdo com o entendimento da participacdo do zinco em doencas
relacionadas a obesidade, favorecendo terapias futuras.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de davidas. O principal investigador € a Profa Dra
Dilina do Nascimento Marreiro, que pode ser encontrada no endereco Campus
Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; telefone:
(86)3215-5863. Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Piaui (Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro
Ininga, Teresina, Piaui, Brasil: telefone: (86)3215-5734.

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos

em sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o pesquisador, a

equipe do estudo, Comité de Etica independente e inspetores de agéncias

regulamentadoras do governo (quando necessario) terdo acesso a suas informacdes para

verificar as informacdes do estudo.
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O projeto terd duragdo de um ano, com término previsto para o primeiro semestre de
2010. O participante tera o direito de retirar o consentimento a qualguer tempo, sem que

passe por qualquer tipo de constrangimento.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEIT O

Eu, ,RG

,CPF ,abaixo assinado, concordo em participar do

estudo “Relacdo entre a zincemia e a atividade das enzimas superoxido dismutase e
glutationa peroxidase em pacientes obesos”, como sujeito. Tive pleno conhecimento
das informacdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Relacéo
entre zincemia e a atividade das enzimas superéxido dismutase e glutationa
peroxidase em pacientes obesos”. Discuti com a Profa Dra Dilina do Nascimento
Marreiro sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim
quais sdo os 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 e
gue tenho garantia do acesso aos resultados da pesquisa. Concordo,
voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo. A retirada do consentimento ao
estudo ndo acarretara penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que
possa ter adquirido.

Teresina: [

Assinatura do sujeito
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclar ecimentos sobre a

pesquisa e aceite do sujeito em participar

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:
RG: . Assinatura:
Nome:
RG: . Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacao
neste estudo.

Teresina, de de

Flavia Ennes Dourado Ferro

Pesquisador responsavel:

Dilina do Nascimento Marreiro

Observacgbes complementares

Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petrénio Portella - Bairro Ininga
Centro de Convivéncia L09 e 10 - CEP: 64.049-550 - Teresina - PI

tel.: (86) 3215-5734 - email: cep.ufpi@ufpi.br web: www.ufpi.br/cep
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — UFPI.

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{ ;‘ .m‘/ﬂ o
Conselho Nacional de Satude Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagéo 7_;-';_&\\\\ "'b;/?/
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFPI i: UFP'
—
(CONEP) REGISTRO CONEP: 045 z %/m\\‘\t\
77T
ALk
CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFPI, reconhecido pela  Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
(CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Relacdo entre a zincemia e a atividade das  enzimas superoxido dismutase e
glutationa peroxidase em pacientes obesos.

CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Eti  ca): 0084.0.045.000-09
Pesquisador Responsavel: Dilina do Nascimento Marrei ro

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e m  etodolégicos de acordo com as Diretrizes
estabelecidas na Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude. Toda e
qualquer alteracdo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente a este Comité. O pesquisador deve apr  esentar ao CEP:

Margo/2010 Relatério final

Os membros do CEP-UFPI nédo participaram do processo d e avaliacdo dos projetos onde constam
como pesquisadores.

DATA DA APROVACAOQ: 27/7/2009

Teresina, 27 de julho de 2009.

"‘f d-l:'l
Prof. Df. Carlgs Ernaﬁ?ﬂ% dargil'(/’sf

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI
COORDENADOR

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI - Campus Univétério Ministro Petronio Portella - Centro de Convivéncia L09 e 10 Bairro Ininga - 64.049-550 - Teras - Pl Tel: 0 xx
86 3215-5734 — email: cep.ufpi@ufpi.br web: www.ufpi.br/cep
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