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Resumo

RITTA, Mauren de Castro. Associacfes da atividade sérica da paraoxonase 1 e
seu polimorfismo C(-107)T com o consumo alimentar em mulheres pré e pos-
menopausa atendidas em servico de nutricdo. 2017. 61f. Dissertacdo (Mestrado
em Nutricdo e Alimentos) — Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos,

Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) representam a principal causa
de morte no mundo. No Brasil, assim como em outros paises, as doencas
cardiovasculares (DCV’s) representam um ter¢co dos obitos em adultos. Em
estudo que investigou a prevaléncia de DCV foi demonstrada que esta se
apresentava igual entre os sexos quando as mulheres estavam no periodo pos-
menopausa. A deficiéncia de estrogeno decorrente desse periodo esta
associada a alteracdes no perfil lipidico, distribuicdo e composi¢cao corporal,
gue levam a uma modificagdo oxidativa importante na etiologia da
aterosclerose, pois a acdo da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) estara
diminuida. A paraoxonase 1 (PON1) circula ligada ao HDL-c sendo a
responsavel pela acdo ateroprotetora. O gene que codifica a PON1 tem
diversos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP do inglés, single nucleotide
polymorphism), sendo aquele localizado na regido promotora C(-107)T o que
exerce efeito sobre a atividade sérica e expressao génica. A atividade da PON1
sofre influencias genéticas, ambientais e fisiologicas que estimulam ou inibem
sua acao e expressao. A dieta atua tanto na prevencao de DCV assim como na
atividade da PON1. Diante deste contexto, em que diversos fatores contribuem
para o risco de DCV’s e de poucos relatos cientificos relacionando menopausa,
dieta, gendtipo e atividade da PON1, percebe-se a necessidade de ampliar os
conhecimentos sobre a prevencao de comorbidades associadas a esta fase da
vida da mulher. Este estudo foi proposto com o objetivo de relacionar o nivel de
atividade da PON1 no soro de mulheres em periodos pré e pds-menopausa
com a presenca do polimorfismo C(-107)T do gene da PON1 e consumo
alimentar, visando identificar fatores de risco para DCV. Foi realizado um
estudo transversal com 91 mulheres entre 20 e 59 anos, atendidas em servi¢o
de nutricdo, divididas em dois grupos, sendo 55 na pré-menopausa e 36 na

pos-menopausa. Das participantes foram coletados dados antropométricos,



amostra de sangue, aplicado questionario de frequéncia alimentar (QFA) e
questionério geral sobre condicbes de salde e habitos de vida. Foi observada
diferenca significativa na populacdo com o gendtipo TT em relacdo a baixa
atividade da PON1, predominio de excesso de peso em ambos 0s grupos, perfil
lipidico e glicémico alterado com diferenca significativa para o nivel de
colesterol total e glicemia de jejum, sendo evidenciada uma tendéncia ao
aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e hemoglobina glicada
(HbA1C) e diminuicdo no consumo de calorias e carboidratos nas pos-
menopausa. A atividade da PON1 ndo apresentou interacdo com a menopausa,
consumo de lipidios, alimentos processados e in natura. Concluindo estes
resultados reforcam a importancia de intervencdes preventivas e promotoras
de estilo de vida saudavel, afim de contribuir para o controle de fatores de risco
modificAveis, visto que populacdo apresenta uma predisposicdo para 0O
desenvolvimento de DCV.

Palavras-chaves: Paraoxonasel, Menopausa, Doenca Cardiovascular



Abstract

RITTA, Mauren de Castro. Associations of paraoxonase 1 serum activity and its
C (-107) T polymorphism with food consumption in pre and postmenopausal
women in a nutritional assistance service. 2017. 61f. Dissertation (Master in
Nutrition and Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2017.

Non-communicable chronic diseases (NCDs) are the leading cause of death in
the world. In Brazil, as in other countries, cardiovascular diseases (CVDSs)
account for a third of deaths in adults. In a study investigating the prevalence of
CVD, the same prevalence was found between sexes when the women were in
the postmenopausal period. The estrogen deficiency during this period is
associated with alterations in lipid profile, distribution of body fat and body
composition. These changes lead to oxidative modifications, important in the
etiology of atherosclerosis, since the action of high density lipoprotein (HDL-c)
will be reduced. Paraoxonase 1 (PON1) circulates along HDL-c and is
responsible for the atheroprotective action. The gene encoding PON1 has
several single nucleotide polymorphisms (SNPs), and the one located in the C
(-107) T promoter region has an effect on PON1 serum activity and gene
expression. The activity of PON1 undergoes genetic, environmental and
physiological influences that stimulate or inhibit its action and expression. The
diet works both in the prevention of CVD as well as in the activity of PONL1. In
this context, several factors contribute to the risk of CVDs and there are few
scientific reports associating menopause, diet, genotype and PONL1 activity, it is
necessary to increase the knowledge about the prevention of comorbidities
associated with this stage of life of the woman. The aim of this study was to
correlate the level of PON1 activity in the serum of pre and post menopausal
women with the presence of the C (-107) T polymorphism of the PON1 gene
and food consumption, aiming to identify risk factors for CVD. A cross-sectional
study was carried out with 91 women between 20 and 59 years of age, that
attended at a nutrition service, divided into two groups: 55 premenopausal
women and 36 postmenopausal women. Anthropometric data was collected
from the patients, as well as blood sample, a food frequency questionnaire
(FFQ) and general questionnaire on health conditions and life habits were
applied. A significant difference was observed in the population with the TT
genotype, having lower PONL1 activity, predominance of overweight in both
groups, altered lipid and glycemic profile with significant difference for total
cholesterol and fasting glycemia levels. A tendency to increase low-density
lipoprotein (LDL-c) and glycated hemoglobin (HbA1C) and decrease post-
menopausal calorie and carbohydrate intake was observed. The activity of
PON1 did not show interaction with menopause, lipid consumption, and



ingestion of processed foods or in natura. Concluding these results reinforce the
importance of preventive and healthy lifestyle interventions in order to contribute
to the control of modifiable risk factors, since the population presents a
predisposition for the development of CVD.

Keywords: Paraoxanasel, Menopause, Cardiovascular Disease
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1. INTRODUCAO

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) representam a principal causa
de morte no mundo e, no Brasil, correspondem a 72%, sendo as camadas mais pobres
e vulneraveis as mais atingidas (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Estudos tém mostrado
que as doengas cardiovasculares (DCV’s) sdo responsaveis por um tergo dos 6bitos
em adultos em diferentes paises e essa mesma taxa de mortalidade é encontrada no
Brasil (OMS, 2011). A maioria das DCV pode ser prevenida por meio de controle dos
fatores de riscos como: dieta, fumo, alcool, excesso de peso, sedentarismo,

hipertenséo, diabetes mellitus e dislipidemias (SBC, 2013).

Em relacéo a idade e ao sexo, o estudo de Framingham (KANNEL et al., 1976)
demonstrou uma elevagéo na incidéncia da DCV com a idade, a qual é relacionada
ao sexo masculino. Nas mulheres apdés a menopausa, a ocorréncia de DCV foi
encontrada na mesma prevaléncia que em homens, sugerindo que a a¢cao hormonal

pré-menopausa confere protecdo contra DCV ao sexo feminino (GUO et al., 1999).

A menopausa, auséncia de ciclo menstrual apds 12 meses e que ocorre em
torno dos 48 aos 50 anos, € definida como um marco no periodo de transicao da fase
reprodutiva para a fase ndo reprodutiva. Nesse periodo, que esta compreendido entre
35 e 65 anos, os ovarios tém sua producao estrogénica reduzida e insuficiente para
garantir a reproducdo e a manutencdo das caracteristicas funcionais dos 6rgaos
sexuais femininos (BRASIL, 2008). A deficiéncia de estrogénios decorrente do
processo fisiologico de envelhecimento da mulher leva a modificacbes no perfil
lipidico, aumentando o nivel de colesterol total e lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c), bem como, alteracdes na distribuicdo e composi¢cao corporal (FERIN et al.,
1993; SAMANTA, 1998; IGNACIO et al., 2009; KEMMLER et al., 2010).

Nas dislipidemias, que correspondem a alteragfes do perfil lipidico, € evidente
0 aumento das concentracdes plasmaticas da lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) e da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), acompanhado da diminuig&do da
concentracéo plasmatica da lipoproteina de alta densidade (HDL-c). Essas alteracdes
levam a uma modificagdo oxidativa que exerce importante papel na etiologia da
aterosclerose (FUJISAWA et al., 2008; LIMA et al., 2006; PUK, 2007), pois a acao
antioxidante do HDL-c estara diminuida. A inibicdo da formacédo do LDL-c oxidado por
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meio da hidrdlise enzimatica dos hidroperoxidos dos fosfolipidios é decorrente da agéo
antioxidante do HDL-c (MOHAMMADI, 2012; COSTA et al., 2005).

A paraoxonase 1 (PON1) € uma esterase calcio dependente, sintetizada no
figado e secretada na corrente sanguinea, que circula no plasma associada
exclusivamente a HDL-c (DANTOINE et al., 2003; DRAGANQV; LA DU, 2004). O
nome da enzima foi originado da capacidade de utilizagdo do substrato paraoxon, mas
a enzima também é capaz de hidrolisar acetato de fenila (acdo arilesterase), acidos
carboxilicos aromaticos, lactonas, peroxidos lipidicos (hidroperéxido de linoleato de
colesterol e hidroperéxido de fosfatidilcolina) e estatinas (WATSON et al., 1995;
MACKNESS et al., 1996; NAVAB et al., 1997; AVIRAM et al., 1998; AVIRAM et al.,
2000; TOMAS et al., 2004). A paraoxonase € codificada a partir de uma familia
multigénica composta por trés genes PON1, PON2, PON3, localizada no cromossomo
7021.3.

A PON1 é a proteina mais estudada presente na apoA-l, integrante do HDL-c
(CAMPS, 2009). Por possuir atividade antioxidante, que previne as particulas de LDL-
c de sofrerem modificacdo oxidativa, confere uma acdo ateroprotetora ao HDL-c.
Diferentes estudos tém evidenciado uma influéncia genética sobre a atividade da
enzima, que ao ser reduzida, apresenta-se relacionada ao aumento do estresse
oxidativo e do risco de DCV (DURRINGTON, MACKNESS et al., 2001;
BHATTACHARYYA , NICHOLLS et al., 2008-2009).

Existem mais de 160 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP do inglés,
single nucleotide polymorphism) relacionados a PON1. Os polimorfismos mais
estudados estao localizados na regido codificadora do gene, o L55M e 0 Q192R, e
sdo responsaveis pela alteracdo da estabilidade da enzima e pela origem da
aloenzima substrato-dependente, respectivamente (COSTA et al., 2005). Outro
importante polimorfismo esta localizado na regido promotora C(-107)T (rs705379), e
exerce efeito significativo sobre a atividade sérica e expressao génica (SUEHIRO,
2000) pois atua em um local de transcricdo (DEAKIN et al., 2003; SCHRADER,;
RIMBACH, 2011) A presenca do alelo (-107)C resulta em concentragédo de PON1 até
duas vezes superior aguela observada na presenc¢a do alelo T (BROPHY , et al., 2001,
DEAKIN , et al.,2003; HUEN , et al., 2010; KIM et al., 2013; SANTOS et al., 2016).
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A atividade da PONL1 sofre influéncia de diversos fatores e estes podem atuar
estimulando ou inibindo sua ac¢do ou expressdo. Em relacdo a idade, no recém-
nascido a atividade € baixa e aumenta entre 15-25 meses de vida (HOLLAND et al.,
2006; MARCHEGIANI et al., 2008) quando atinge o nivel de concentracao enzimatica
determinado pelo polimorfismo da regido 5’ e pelos fatores ambientais como dieta,
estilo de vida, substancias quimicas e patologias (COSTA et al., 2005; GOSWAMI et
al., 2009). Foi observada a diminuicdo dos niveis da PON com o envelhecimento,
sugerindo uma relacdo com o aumento do estresse oxidativo que ocorre com a idade
(SERES et al., 2004; LESCAI et al., 2009). Nas mulheres o nivel de atividade da
PON1 é maior (FAGGIONI, 2003; COSTA et al., 2005; SUMEGOVA et al., 2006),
sendo a diferenca observada entre os sexos justificada pelos esterdides sexuais
(COSTA et al., 2005; RIOS et al., 2007). Também foi observada uma variabilidade de
10 a 40 vezes quando comparados individuos de diferentes etnias (CATANO et al.,
2006; ELKIRAN et al., 2007; ENG et al., 2009; EOM et al., 2011). Na literatura hi
relatos de que a atividade da PON1 sofre alteracées em decorréncia a doencas que
envolvam estresse oxidativo, como doenca cardiovascular (MACKNESS et al., 2004;
GUPTA et al., 2011), diabetes mellitus (IBORRA et al., 2006; FLEKAC et al., 2008) e
cancer (STEVENS et al., 2006; ELKIRAN et al., 2007; CAMUZCUOGLU et al., 2009).
Mesmo em individuos saudaveis a enzima pode estar alterada (FERREIRA, 2007,
PARRA et al., 2010, SINGH et al., 2011), podendo estar relacionada ao tabagismo,
gestacdo, menopausa e dietas aterogénicas (FAGGIONI, 2003; HOLLAND et al.,
2006; PRAKASH et al., 2007; TSAKARIS et al., 2009).

A dieta, por sua vez, exerce um importante papel na prevencéo da DCV, como
observada em estudos que avaliam a relacdo entre a causalidade de DCNT e o
consumo alimentar de excesso de acidos graxos saturados e colesterol (WILLETT et
al.,, 1998). A atividade da PON1 também é modificada pela dieta, como visto em
estudos que associam o consumo de colesterol e acidos graxos com a atividade da
PONL1 (KIM et al., 2012; KIM et al., 2013). Em estudo realizado com mulheres no sul
do Brasil foi observado que a dieta rica em acidos graxos saturados, 6mega 3 e pobre
em Omega 6, resultou em uma baixa atividade da PON1 em mulheres de gendtipo
PON1-107(TT) (SANTOS et al., 2016). Da mesma forma, em um estudo realizado
com mulheres na Finlandia, foi evidenciado que a dieta rica em vegetais reduziu a
atividade da PON1 (RANTALA et al., 2002). Ha relatos de que as alteracbes da
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atividade da enzima ocorrem conforme os habitos alimentares, além de ter sido
observada a importancia dos flavondides como estimuladores da atividade
PON1(CAMPS et al., 2009).

Diante do contexto e dos pressupostos apresentados percebe-se que fatores
ambientais e genéticos contribuem para o risco de DCV. Entretanto, ha poucos relatos
cientificos sobre a associagdo entre menopausa, dieta, genotipo e atividade da PON1,
objeto do presente estudo. Sendo assim, esse conhecimento permitird que estratégias
de intervencdo mais adequadas possam ser implementadas, com vistas a prevenir as
comorbidades associadas a esta fase da vida, visto 0 aumento da expectativa de vida
na populacdo (FUNDACAO IBGE, 2001) e, 0 aumento da populacdo feminina na pés-

menopausa.
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2-OBJETIVOS

2.1-Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi relacionar o nivel de atividade da PON1 no soro de
mulheres em periodos pré e pdés-menopausa com a presenca do polimorfismo C(-
107)T do gene da PON1 e consumo alimentar, visando identificar fatores de risco para
DCV.

2.2-Objetivos Especificos

- Caracterizar a populacéo estudada no que diz respeito a:
a) estado nutricional;
b) consumo de lipidios, alimentos processados e in natura;
c) atividade arilesterase da PON-1;
d) frequéncia do polimorfismo genético C(-107)T;
e) perfil lipidico e glicémico;
f) efeito da menopausa sobre os parametros acima citados.

- Descrever as associacfes entre a atividade da PONL1, o polimorfismo genético
PON1 C(-107)T, perfil lipidico e glicémico, estado nutricional e ingestdo de lipidios,

alimentos processados e in natura na pré e pés-menopausa.
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3- METOLOGIA

3.1-Aspectos éticos

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pelotas (CEP) e aprovado em 19/10/2016 sob o numero do parecer:
1.708.582. Todas as participantes foram informadas do objetivo da pesquisa, bem
como dos procedimentos metodoldgicos, e assinaram o termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE) (Anexo A).

3.2-Delineamento e Populacao

Foi realizado um estudo transversal, com pacientes com idade entre 20 e 59
anos, atendidas nas Unidades Basicas de Saude da Familia (UBSF’s) da cidade de

Rio Grande-RS no periodo de novembro de 2016 a maio de 2017.
3.3-Amostra

A amostra foi composta por 103 mulheres a partir de 20 anos de idade, que
consultaram nas UBSF’s da cidade de Rio Grande-RS e atenderam aos critérios de
incluséo no periodo da coleta de dados.

O calculo do tamanho da amostra partiu da revisédo de literatura e foi realizado
no programa aberto online de estatisticas epidemiolégicas OpenEpi - Open Source
Epidemiologic Statistics for Public Health, versdo 3.01. Considerou-se um nivel de
confianca de 95% e o calculo amostral foi realizado para os niveis de paraoxonase,
conforme dados encontrados na literatura, por diferenca de média entre os grupos.
Além disso, foram acrescentados 10% para eventuais perdas e recusas e 15% para
controlar fatores de confusdo. Desta forma, para obtencédo de poder amostral de 80%
foi estimada a necessidade de aproximadamente 100 participantes (pré e pos-

menopausa).
3.4-Critérios de inclusédo e exclusao

Participaram do estudo 91 mulheres aparentemente saudaveis, independente
do estado nutricional, as quais assinaram o TCLE. Foram incluidas no estudo

mulheres entre 20 e 59 anos de idade que foram divididas em dois grupos: grupo 55
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pré-menopausa e grupo 36 pds-menopausa (sem ciclos menstruais regulares nos

altimos 12 meses).

Foram excluidas do estudo mulheres que faziam uso de algum medicamento
que comprometia a funcdo vascular e o0 eixo hipotalamico-pituitario-gonadal,
gestantes, nutrizes e mulheres com menopausa precoce (menos de 45 anos), tardia

(mais de 55 anos) ou decorrente de procedimento cirdrgico (SOYMAN et al., 2011).
3.5-Variaveis de desfecho: Atividade da PON1

A PONL1 foi avaliada pela medida da atividade arilesterase, a qual tem mostrado
preciséo na representacao da atividade da PONL1. A atividade arilesterase foi medida
a partir da velocidade de formacao de fenol por meio da monitorizagdo do aumento da
absorvancia 270 nm a 25°C. O reagente de trabalho consistiu em Tris/HCI 20 mM, pH
8,0, contendo 1 mM de CaClz e 4 mM de fenilacetato como substrato. As amostras
diluidas 1:3 em tampéo foram adicionadas e a mudanca na absorbancia foi registrada
durante 60 seg. Uma unidade de atividade arilesterase foi considerada igual a 1 mM
de fenol formado por minuto. A atividade é expressa em kU/L ou U/mL, com base no
coeficiente de extin¢édo do fenol. As amostras em branco contendo dgua foram usadas

para corrigir a hidrolise ndo enzimatica (BROWNE et al., 2007).

3.6-Variaveis de exposicao: perfil de consumo alimentar, indice de massa corporal
(IMC), perfil lipidico e glicémico, polimorfismo C(-107)T da PONL1 e idade.

A coleta de sangue foi feita em um momento posterior a entrevista, onde
as participantes foram agendadas nas UBSF’s. Foram coletados cerca de 5 mL de
sangue de cada paciente por puncdo venosa, apés jejum de 12 horas, em frascos
secos para as dosagens bioquimicas. As amostras de sangue foram encaminhadas
aos laboratorios de apoio para analise em equipamento automatizado. O colesterol
total (CT), o colesterol de alta densidade (HDL-c), o colesterol de baixa densidade
(LDL-c), triglicerideos e glicemia de jejum foram determinados por método enzimatico
automatizado. A hemoglobina glicada (HbA1C) foi determinada pelo método de
imunoturbidimetria, seguindo as instru¢cées do fabricante. A analise do perfil lipidico
seguiu os valores de referéncia propostos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia

(SBC, 2013) (Anexo B). A analise de glicemia e hemoglobina glicada, foi baseada nos
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valores de referéncia propostos pelas Diretrizes da Sociedade Brasileira Diabetes
(MILECH et al., 2016) (Anexo C). Uma aliquota de soro foi encaminhada ao laboratorio
da Faculdade de Nutricdo/UFPel para andlise da atividade de PON1, conforme
descrito anteriormente.

Para extracdo do DNA gendomico foram utilizadas amostras de sangue
extraidas nas UBF’s e armazenadas sob refrigeragdo no laboratério da Faculdade de
Nutricdo, seguindo o protocolo para extracdo de DNA estabelecido como

procedimento padrdo no mesmo laboratorio (Anexo D).

A determinacado do geno6tipo PON1 T (-107) C foi obtida por PCR, seguido por
digestdo enzimética (técnica de PCR-RFLP, polimerase chain reaction — restriction
fragment length polymorphism) (HUMBERT et al, 1993). Para a amplificagao da regido
codificante do gene da PON1, onde esté localizado o polimorfismo T(-107)C, utilizado
10 pl de GOTag®, 1l do primer forward
5’AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG? e reverse
5GGCTGCAGCCCTCACCACAACCCS'. Foram utilizadas as condi¢gdes padrao para
realizacdo da reacdo de PCR, com temperatura de anelamento de 67°C. A letra
minuscula no primer forward indica um erro de pareamento que introduz um sitio de
restricdo para a enzima BsrBl (New EnglandBioLabs, Cambridge, UK), pois ndo ha
sitio de restricdo especifico cortando a sequéncia original do DNA. Apés a digestéo, o
alelo C foi identificado pelos fragmentos de 28 e 212pb, enquanto o alelo T resultou
no fragmento 240 pb ndo digerido. Os fragmentos de DNA foram separados por

eletroforese em gel de agarose de 3%, corados com SYBR Safe (Applied Biosystems).

3.7-Coleta de dados

Foi realizada pelos pesquisadores de acordo com a logistica expressa no

fluxograma (Anexo E).

3.8-Instrumentos

3.8.1-Avaliacao do estado nutricional
A massa corporal foi avaliada por meio da determinacdo da massa corporal

(quilogramas) e estatura (centimetros) em balanca mecanica Welmy®, com
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capacidade de pesagem de 150 kg, com divisdes a cada 100gr e pesagem minima de
2 kg devidamente aferida pelo INMETRO. O indice de massa corporal (IMC) de cada
participante foi obtido pela equacdo massa corporal (kg) dividida pela estatura ao
quadrado (m) e interpretado conforme classificacdo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 1995) (Anexo F).

3.8.2-Consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado pelo questionario de frequéncia alimentar
(QFA), o qual se encontra no Anexo G e segue os padrdes descritos previamente por
Lopes et al. (2009) e Sichieri e Everhart (1998). Com objetivo de orientar as respostas,
foi disponibilizado um cartdo-resposta (Anexo H). Os alimentos foram classificados
como processados e in natura (Anexo 1), de acordo com o proposto no novo Guia
Alimentar para a Populagdo Brasileira (BRASIL, 2014). Para cada alimento
consumido foi estabelecido um escore com base na frequéncia semanal de consumo
e a partir deste escore as medianas de consumo estabelecidas para cada categoria.
Além disso, baseado na composicao dos alimentos foi estabelecido o consumo de

calorias, proteinas, carboidratos, lipideos e fibras.

3.8.3- Condicbes de saude
O questionario geral para a avaliacdo de condicdes de saude e habitos de vida

elaborado pelos pesquisadores (Anexo J).

3.9-Processamento e anélise de dados

Os dados coletados foram digitados em planilha eletrénica (Excel®), apos
foram transferidos e analisados no programa SAS University Edition (SAS).
Comparacbes entre as categorias pré e pos-menopausa foram feitas através do
MIXED procedure, com teste post-hoc de Tukey, usando como co-variavel o IMC.
Interacbes da alimentacdo com a menopausa foram testadas também através do
MIXED procedure, testando o efeito da alimentagcdo, menopausa e sua interagao.
Quando a interacdo foi significativa, o teste post-hoc de Tukey foi aplicado para
determinar o nivel de significancia. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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4-RESULTADOS

As caracteristicas gerais da populacdo estudada como idade, uso de
contraceptivo, cor da pele, tabagismo e estado nutricional estdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1-Dados de caracteristicas gerais das mulheres pré e p6s menopausa. (n = 91)

Pré Pés P
n(%) n(%)
Amostra 55 (60,4) 36 (39,6)
Idade * 38,7+1,1 53,5 +0,6
Idade menarca* 12,1 +0,2 12,6 +0,2 0,110
Idade menopausa* - 46,5 +0,7
Contraceptivo?!
Sim 21 (41,2) -
N&o 30 (58,8) -
Escolaridade
Nenhum/Fundamental incompleto 16 (30,3) 16 (44,5)
Fundamental completo/Médio incompleto 04 (7,5) 03 (8,3)
Médio completo/Superior incompleto 29 (54,7) 17 (47,2)
Superior completo 04 (7,5) 0 (0)
Cor da pele
Branca 42 (76,4) 31 (86,1)
N&o Branca 10 (18,2) 04 (11,1)
N declarada 03 (5,4) 01 (2,8)
Tabagismo??
Sim 02 (4,0) 08 (22,8)
Nao 41 (82,0) 24 (68,6)
Ja fez uso 07 (14,0) 03 (8,6)
IMC kg/m?*4 32,8 +£1,0 32+1,6 0,651
Baixo peso 0 (0) 01 (2,8)
Adequado 09 (17,3) 09 (25,0)
Sobrepeso 11 (21,1) 06 (16,7)
Obesidade grau | 14 (27,0) 09 (25,0)
Obesidade grau Il 09 (17,3) 04 (11,1)
Obesidade grau llI 09 (17,3) 07 (19,4)
Sem morbidades 22 (40) 05 (13,8)
Com morbidades® 33 (60) 31 (86,2)
Hipertensdo Arterial Sistémica 19 (57,8) 20 (64,5)
Diabetes Mellitus 02 (6,1) 05 (16,1)
Dislipidemias 03 (9,1) 11 (35,5)

*Os valores estao expressos como média, * erro padrao da média

1 com base na resposta de 51 mulheres.

2com base na resposta de 50 mulheres pré- menopausa.

3com base na resposta de 35 mulheres pés-menopausa.

4 com base na coleta de dados antropométricos de 52 e 36 mulheres pré e p6s-menopausa,
respectivamente.

Sconsiderando as mulheres que apresentaram mais de uma morbidade.
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Na Figura 1 pode ser observada a identificagdo dos genétipos do polimorfismo
C(-107)T realizada pela analise dos produtos de restricdo com enzima BrsBIl. O
genotipo CC foi caracterizado pela presenca dos fragmentos de 212 e 28 pb; a
presenca dos fragmentos de 240 pb indica o genoétipo TT e os fragmentos de 28, 212

e 240 caracterizam o genotipo CT.

Figura 1 — Eletroforese dos gendtipos do polimorfismo C(-107)T representativa de 3 amostras sendo
uma de cada gendtipo encontrado no estudo.

Os genotipos e a frequéncia relativa dos alelos do polimorfismo C(-107)T nos
individuos da amostra estdo apresentados na Tabela 2, onde pode ser observada a
predominéancia do genétipo CT.

Tabela 2- Distribuicdo dos genétipos e frequéncia relativa de alelos para o polimorfismo C(-107)T do
gene da PON1 em mulheres pré e p6s menopausa.

Distribui¢cdo Pré (=38) Pés (n=24)

Genotipo?!

CC 16(25,8) 08 (21,1) 08 (33,4)
TT 18(29,0) 13 (34,2) 05 (20,8)
CT 28(45,2) 17 (44,7) 11 (45,8)
Alelo?

C 60(48,4) 33 (43,4) 27 (56,2)

T 64(51,6) 43 (56,6) 21 (43,8)

1 com base na genotipagem de 62 mulheres.
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A atividade da PONL1 sérica para 0s grupos pré e pds-menopausa de acordo
com o polimorfismo PON1 C(-107)T esta apresentada na figura 2 e nota-se que no

genadtipo TT teve menor atividade em ambos os grupos.

Hl CC /| CT C 711
150-
_—p
£
= 100- a a a
3 - -
< b
| —— b
o -
S 50—
o
€C
.
0 T
Pré-Menopausa Pés-Menopausa

Figura 2 -Atividade da PON 1 em mulheres pré e pds-menopausa acordo com o0 genétipo do
polimorfismo PON1 C (-107)T.

Os resultados da atividade da PON1 e do perfil lipidico e glicémico das
participantes estdo expressos na Tabela 3, por meio dos resultados observa-se que
houve diferenca significativa para média de colesterol total e glicemia de jejum.

Tabela 3- Atividade da PON1, perfil lipidico e glicEmico em mulheres pré e pés-menopausa.

Pré (n=55) P6s (n=36) P

Atividade da PON1!? 77,3 3,2 78,7 +4,6 0,802
Colesterol total? 182,7 +4,6 208,4 £7,6 0,006
HDL-c?2 49,1 £1,7 54,0 £2,2 0,085
LDL-c? 108,3 £3,7 128,8 6,2 0,055
Triglicerideos? 136,8 £10,4 155,5 £14,7 0,311
Glicemia de jejum? 85,8 +2,1 105,1 8,2 0,029
HbA1c3 5,4 40,1 6,3 0,1 0,067

Os valores estao expressos como média, terro padrao da média.

U/ml.

2 mg/dl.

3%.

Na figura 3 é apresentada a atividade da PON1 e o nivel de colesterol sérico
em relacdo ao consumo de lipidios na populacéo estudada, foi utilizada como base a
mediana do percentual de consumo de lipidios em relacéo ao valor calorico total (VCT)
e nota-se que néo houve efeito do consumo de lipidios sobre a PONL1 e colesterol
(p>0,05) e ndo houve interacdo entre a menopausa e o consumo de lipidios (p>0,05).
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Figura 3- Associacdo da atividade da PON1 e do nivel de colesterol sérico com o consumo de lipidios

em mulheres pré e pés-menopausa.

A distribuicdo por média de consumo de calorias, macronutrientes,
colesterol e fibras pode ser evidenciada na Tabela 4 e observa-se uma tendéncia de
diminuicdo no consumo de calorias e carboidratos nas mulheres pés-menopausa.

Tabela 4- Distribuicdo por média consumo diario de calorias, macronutrientes, colesterol e fibras em
mulheres pré e pés-menopausa.

Pré (n= 55) P6s (n=36) P
Calorias(Kcal) 2746,8 £158,3 2372,4 £127,3 0,069
Carboidratos(g) 227,4+ 13,9 195,3 +£10,3 0,067
Proteinas(g) 108,7 + 6,5 96+5,1 0,128
Lipidios(g) 338+2.2 29,8+ 2,0 0,175
Colesterol(mg) 103,8 8,5 86,1+12,5 0,247
Fibras(g) 15,8 6,5 16,4 £7,9 0,650

Os valores estédo expressos como média, terro padrao da média.

A figura 4 mostra que a atividade da PON 1 néo foi influenciada pela a

frequéncia do consumo de alimentos processados e in natura.
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Figura 4- Associacéo da atividade da PON 1 e o consumo de alimentos processados e in natura em
mulheres pré e pés-menopausa.
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5-DISCUSSAO

Neste estudo transversal, que investigou a associacao da atividade da PON1 e
seu polimorfismo C(-107)T com consumo alimentar e menopausa, foi evidenciado que
o grupo de mulheres com genotipo TT apresentou diferenca significativa baixa para a
atividade da PON1. Houve predominio de excesso de peso em ambos 0S grupos
estudados. O perfil lipidico e glicEmico apresentou-se alterado nas mulheres pos-
menopausa sendo significativa a alteracdo no nivel de colesterol total e na glicemia
de jejum, com tendéncias de aumento de LDL-c e HbAlc e diminuicdo do consumo
de calorias e carboidratos neste mesmo grupo. Em relacédo ao consumo de lipidios,
alimentos processados e in natura ndo houve interagdo com a atividade da PON 1 em

nenhum dos grupos estudados (pré e pdés-menopausa).

Na populacdo estudada, a escolaridade predominante foi ensino médio
completo/superior incompleto, sendo 54,7% nas mulheres pré-menopausa e 47,2%
nas pés-menopausa, 80,2% das mulheres eram da cor branca e, a maior parte delas
nunca fez uso de tabaco (71,4%), excluindo um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da DCV. Além disso, a maioria das mulheres em periodo reprodutivo
nao fazia uso de contraceptivo (58,8%). Em relacdo ao estado nutricional, verificou-se
que em ambos 0s grupos, pré e pds-menopausa, houve predominio de sobrepeso e
obesidade, de 82,7% e 72,2%, respectivamente. Quanto as morbidades observam-se
gue estiverem presentes pelo menos uma morbidade em 60% e 86,2% das mulheres,
pré e pés-menopausa, respectivamente, sendo a hipertensédo arterial sistémica a
morbidade de maior ocorréncia, em ambos os grupos. E possivel sugerir que o
excesso de peso observado na populacdo de mulheres estudadas predispds ao
surgimento de outras doencas como dislipidemias, hipertensao, resisténcia a insulina

e diabetes, as quais contribuem para a ocorréncia de eventos cardiacos.

Quanto a atividade da PONL1, o presente estudo ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos, ao contrario do relatado por Li et al. (2003). Segundo o
autor, as mulheres no periodo pés-menopausa apresentaram diminui¢do na atividade
sérica da PON1, sendo também evidenciado um achado de IMC elevado. A
plausibilidade proposta no estudo diz respeito aos efeitos relacionados ao estresse
oxidativo observados na obesidade, os quais acarretam uma alteracéo da atividade
da PON1 (SCHRADER; RIMBACH, 2011).
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A maioria das mulheres que participaram do presente estudo apresentou o
gendtipo CT (45,2%), e apenas 25,8% apresentaram o genotipo CC, que é o
responsavel pela maior atividade da PONL1, ja o gendtipo TT que se relaciona com a
baixa expressdo génica e diminuida atividade sérica da enzima (KIM et al., 2013), foi
encontrado em 29% da populacéo. Esta distribuicdo € semelhante & encontrada no
estudo de Santos et al. (2016), que foi também realizado com mulheres do sul do
Brasil. Quanto a atividade da PON1 houve diferenca entre os genotipos, com maior
atividade da enzima nas mulheres apresentando genoétipos CC e CT, enquanto que
no gendtipo TT, ambos 0s grupos pré e pdés-menopausa, apresentaram baixa
atividade da PONL1. Esses resultados estdo em concordancia com o encontrado na
literatura para o polimorfismo PON1 C(-107)T (CAMPO et al., 2004).

Sobre a influéncia dos lipidios na atividade da PON1 e no nivel sérico de
colesterol total, ndo foi verificada diferenca significativa entre os grupos, sendo este
achado semelhante ao encontrado em estudo que investigou a associacao entre a
atividade da PON1 e o consumo de lipidios e acidos graxos saturados (KIM et al.,
2012; KIM et al., 2013). Por outro lado, alguns estudos encontraram relagdo com a
ingestao diaria de lipidios e acidos graxos (FERRE et al., 2003), enquanto que em
outro, a associacao foi negativa quanto ao consumo de colesterol e acidos graxos
(BLUM et al., 2006). A hipbétese proposta para explicar o achado esta baseada no fato
do gendtipo ser o principal modulador da atividade da PON1 (LEVIEV; JAMES, 2000;
SUEHIRO et al., 2000; CAMPO et al., 2004).

Foi evidenciada uma diferenca significativa no nivel de colesterol total no grupo
das mulheres p6s-menopausa comparadas as pré-menopausa, € heste mesmo grupo
houve uma tendéncia ao aumento de LDL-c, assim como de HDL-c e triglicerideos, o
que caracteriza um perfil lipidico alterado. Esse aumento ndo acontece na mesma
proporcao para a atividade da PON1 podendo ser a causa do aumento do risco
cardiovascular. Conforme Ferin et al. (1993), os reduzidos niveis de estrogénios
associados a dislipidemia pode aumentar o colesterol total e o LDL-c, por que reduz
0s receptores hepaticos de lipoproteinas, contribuindo para o aumento do risco de
DCV no periodo pés-menopausa, visto que o perfil metabolico dessas mulheres sofre
alteracbes que resultam em modificagdo na composicdo e distribuicdo do tecido
adiposo. (MUST et al., 1999).
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A glicemia também se apresentou aumentada nas mulheres pds-menopausa,
sendo observada uma diferenga estatistica significativa. Em relacdo a HbAlc, foi
constatado um aumento neste mesmo grupo, sendo o valor médio encontrado de
6,3+0,1%, o0 qual esta de acordo ao preconizado pela AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION 2015 para controle glicémico. Entretanto, esse aumento deve ser
considerado como uma predisposicéo desta populacdo para o desenvolvimento de
Diabetes tipo Il, pois juntamente com o IMC elevado, contribuem com o surgimento
de diversos fatores de risco cardiovasculares como as dislipidemias, hipertensao
arterial e resisténcia a insulina favorecendo assim ocorréncia de eventos cardiacos
(KANNEL et al., 2002; TONSTAD; HJIERMANN, 2003).

Pode-se observar uma tendéncia de consumo mais baixo de calorias e
carboidratos no grupo de mulheres pdés menopausa, ndo havendo diferenca
significativa no consumo de colesterol e fibras. Em estudo realizado com 148 mulheres
pos-menopausa, o consumo calérico médio foi de 1406,3+476,5 Kcal/dia (STEINER
et al., 2015). No presente estudo, a média encontrada foi 2372,4+ 127,3 Kcall/dia,
reforcando a necessidade de intervencao dietética para controle do excesso de peso,

visto que a maioria da populacdo estudada se encontra com sobrepeso e obesidade.

Em relacdo ao consumo de alimentos processados e in natura, nao foi
observada associacdo com a atividade da PON1 nas mulheres em ambos os grupos,
0 que difere do que foi evidenciado em outros estudos (RANTALA et al.,2002;
KLEEMOLA et al., 2002). Nesses estudos foram relatados uma diminuicdo da
atividade da PON1 com o alto consumo de vegetais. A atividade da PON 1 também
pode ser modulada por outros fatores (COSTA et al., 2005; GOSWAMI et al., 2009),
0s quais nao foram considerados no presente estudo e, por esta razao, pode ser que
a dieta ndo tenha tido um efeito significativo. Outro ponto a ser considerado € o método
de avaliacdo da frequéncia alimentar, visto que o tipo de inquérito alimentar apresenta
vies, podendo apresentar subestimacdo ou omissdo quanto aos alimentos
consumidos, por dificuldade de memoaria, ou por omissao da quantidade real ingerida

muito comum em individuos com excesso de peso (ROCHA et al., 2014).
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6-CONCLUSAO

Na populacdo estudada somente o genoétipo TT apresentou efeito sobre a PON.
O perfil lipidico e glicémico se apresentou alterado nas mulheres pos- menopausa,
embora a maior média de consumo calorico e de carboidratos foi associada as
mulheres pré-menopausa. O excesso de peso foi predominante em ambos 0s grupos
estudados. Estes resultados reforcam a importancia de intervengdes preventivas e
promotoras de estilo de vida saudéavel, a fim de contribuir para o controle dos fatores
de risco modificavéis, visto que esta populacdo apresenta predisposicdo para o

desenvolvimento de DCV.
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8 - ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

o"?ms“ﬁo
59""‘ a}’; UNIVERSIDADE FEDERAL DE P~ELOTAS
s § FACULDADE DE NUTRICAO

“&e PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO E ALIMENTOS

Associacdes da atividade sérica da paraoxonase 1 e seu polimorfismo C(-107)T com o

consumo alimentar em mulheres pré e p6s-menopausa atendidas em servico de nutricdo
Pesquisador responsavel: Mauren de Castro Ritta

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , Nutricionista, estou convidando vocé a participar como

voluntéria da pesquisa sobre “Associacdes da atividade sérica da paraoxonase 1 e seu polimorfismo

C(-107)T com o consumo alimentar em mulheres pré e pés-menopausa atendidas em servico de

nutricdo.”

Vocé foi selecionado de acordo com suas caracteristicas descritas em seu prontuario na
Unidade Bésica de Salde da Familia. Sua participacdo nédo é obrigatdria, a qualguer momento, vocé
pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua
relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo. Se tiver qualquer ddvida, vocé tera o direito de entrar
em contato com o pesquisador ou com o Conselho de Etica da Pesquisa.

Os objetivos deste estudo s&o: Verificar peso, altura, indice de Massa Corporal (IMC),
atividade sérica da enzima Paraoxonase 1 na amostra de sangue coletada e o polimorfismo genético
relacionados ao sexo femininoe a idade através da coleta de saliva. Esses parametros serdo analisados
com o intuito de relacionar a baixa atividade da enzima PON1 apresentada por mulheres com idade
mais avancada. A amostra de sangue e de saliva coletados serdo desprezados apdés a intervencao e
analise dos dados. Acreditamos que essa pesquisa seja importante para podermos analisar as
caracteristicas das mulheres relacionando ao risco de doengas crbnicas nao transmissiveis e a
atividade da paraoxonase e o envelhecimento.

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo: Invasivo — no momento da coleta
do sangue e um certo desconforto na coleta da saliva.

Custo/Reembolso para o participante: ao participar dessa pesquisa, vocé ndo arcara
com nenhum gasto decorrente de sua participagdo. Os exames serdo totalmente gratuitos e vocé ndo
recebera nenhuma cobrancga ou gratificacdo em dinheiro ao final do estudo.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo sdo: Oportunidade de fazer um
exame clinico de colesterol total, HDL, LDLe antropométrico por profissionais da area da salde e
encaminhamento para um atendimento especializado se necessario.

Confidencialidade da pesquisa: garantimos que sua privacidade sera mantida quanto aos dados
envolvidos na pesquisa e somente os dados relacionados diretamente ao estudo seréo divulgados
em eventos ou publicacdes cientificas sem que haja identificacdo dos participantes.

Nome e assinatura do pesquisador

Consentimento de participacdo da pessoa entrevistada
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Eu, (nome completo do voluntario), apés a leitura deste documento e ter tido a
oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas,
acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacdo é voluntaria e
que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer
beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei
submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e
esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea
vontade em participar deste estudo.

Assinatura do voluntério ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste voluntario para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtenc¢éo do TCLE
Dados dos pesquisadores:
Mauren de Castro Ritta —
Telefones: (53) 81587790
Faculdade de Nutri¢cdo - Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos
Universidade Federal de Pelotas
Campus Porto

E-mail para contato: maurenritta@yahoo.com.br

Dados do orientador:

Prof. Dr. Augusto Schneider

Faculdade de Nutricdo — Programa de Pds-Graduag¢do em Nutricdo e Alimentos
Universidade Federal de Pelotas

Campos Porto

E-mail para contato: augustoschneider@gmail.com

Pelotas, julho de 2016.


mailto:maurenritta@yahoo.com.br
mailto:augustoschneider@gmail.com

ANEXO B - VALORES DE REFERENCIA PERFIL LIPIDICO

Tabela II. Valores referenciais do perfil lipidico para adultos maiores

de 20 anos
Lipides Valores (mg/dl) Categoria
<200 Dessjavel
CcT 200-239 Limitrofe
= 240 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
LDL-C 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
2190 Muito alto
> 60 Dessiavel
L <40 Baixo
<150 Dessjavel
150-200 Limitrofe
i 200499 Alto
2500 Muito alto
<130 Otimo
Colesterol 130-159 Dessjvel
nao-HDL 160-189 Alto
2190 Muito alto

Fonte:SBC, 2013
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ANEXO C - VALORES DE REFERENCIA GLICEMIA E HEMOGLOBINA GLICADA

Quadro 3 Metas laboratoriais para o tratamento do diabetes tipo 2.

Metas laboratoriais

Hemoglobina glicada Em torno de 7% em adultos, sendo entre 7,5  As metas devem ser individualizadas de acordo com a
e 8,5% em idosos, dependendo do estado duracdo de diabetes, idade/expectativa de vida,
de satde comorbidades, doenca cardiovascular, complicagoes
microvasculares e hipoglicemia nao percebida
Glicemia de jejum <110 mg/df Até 130 mg/d/
Glicemia pré-prandial <110 mg/d/ Até 130 mg/d/
Glicemia pés-prandial <160 mg/d/ Até 180 mg/d/

Adaptado de American Diabetes Association. Standards of Medical Care in Diabetes - 2015. Diabetes Care. 2015; 38(suppl 1)54:51-594. DOI: 10.2337/
dc15-5003.

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira Diabetes (MILECH et al., 2016)
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ANEXO D - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA

Ligar o banho e estabilizar a temperatura de 55°C.

Verificar reagentes necessarios: amostras de sangue, microtubos de 1,5mL (2x), tampdao de
lise de Hemacias, Tampao de lise de nucleo, proteinase K, NaCl saturado (5M), cloroférmio,
etanol 100% (-20°C) e TE buffer (tampéo Tris-EDTA).

Depois de numerar os novos microtubos, acrescentar 1000 yL de tampéao de lise de hemacias
em cada um.

Apés, acrescentar 250 pL de sangue da amostra ao microtubo.

Agitar o microtubo suavemente até a homogeneizacéo no vortex.

Centrifugar os microtubos por 2 minutos a 7000 rpm, cuidando para que todos fiqguem com
a tampa para 0 mesmo sentido.

Descartar o liquido sobrenadante com cuidado para deixar o pelet e repetir o0 processo com o
tampé&o de lise de hemacias por até 3x

Na terceira vez descartar o liquido e colocar os tubos virados para baixo em papel absorvente
até a secagem completa e com cuidado para ndo deixar escorregar o pelet.

Adicionar 400 pL do tampdao de lise de ndcleo ao microtubo.

Adicionar 10 uL de proteinase K ao microtubo. Passar os microtubos no vortex para soltar o
pelet e levar para incubar durante 1 hora a 55°C, agitando no vortex a cada 15 minutos
Apbs retirar os microtubosdo banho passar no vortex para certificar de que o pelet tenha
desaparecido totalmente e acrescentar 100 pL de NaCl Saturado (5M)

Acrescentar 600 pL de cloroférmio aosmicrotubos.Levar ao freezer por 10 minutos, o gue
aumenta o volume de sobrenadante.

Homogeneizar no vértex antes de levar a centrifuga por 2 minutos a 9000 rpm, manuseando
0 microtubo com cuidado para ndo misturar o sobrenadante

Preparar novos microtubos numerados e acrescentar 800 pL de etanol 100% (-20°C) aos hovos
microtubos.

Transferir 400 pL do sobrenadante (sem encostar na delimitagdo) para o novo microtubo com
etanol, descartar o restante.

Agitar no vortex imediatamente ap6s adicionar o sobrenadante ao etanol.

Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos.

Descartar o Iquidao restante e deixar os microtubos virados para baixo no papel toalha para
escorrer 0 excesso totalmente.

Centrifugar novamente por segundos, parando na marca de6000 rpm, e retirar o alcool com
pipeta de 10 uL ( ponteira branca)

Adicionar 50 uL de TE buffer e passar no vortex.

Levar ao banho de 55°C por 2 minutos.

Conservar a 4°C ou a -20°C (no freezer)
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ANEXO E - FLUXOGRAMA

MULHERES

12 ATENDIMENTO
QUESTIONARIO GERAL
TCLE
ANTROPOMETRIA
CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

22 ATENDIMENTO
COLETA DE SANGUE
QFA
ANTROPOMETRIA

ANALISE DE AMOSTRAS

LABORATORIO FACULDADE DE
NUTRICAO

ANALISE DE AMOSTRAS
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

ATIVIDADE
PON 1

EXTRAGAO DE DNA

HEMOGRAMA
GLICEMIA
COLESTEROL TOTAL E FRACOES
HgA1C




ANEXO F — TABELA DE CLASSIFICACAO DO ESTADO NUTRICIONAL DE
ACORDO COM O IMC

46

Classificacao IMC (kg/m2)

Idade 18 — 60 anos

Baixo peso

Eutrofia

Excesso de peso/sobrepeso
Obesidade grau |
Obesidade grau Il
Obesidade grau lli

<18,5
18,5-24,99
25-29,99
30 — 34,99
35-39,99
>40

Fonte: OMS, 1995.
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ANEXO G — QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Comn que frequéncia vecé comeu estes alimertos nas tltimas seis meses’?

Este questiondrio foi desenhado para conhecer o consumo habitual de alguns alimentos. Essas
informacgdes sdo muito importantes para nds! Agradecemos a sua colaboracao!

Para cada alimento listado abaixo, marque a opg¢do que melhor descreve o seu consumo médio
nos ultimos seis meses. Por favor, tome a por¢ao indicada como uma referéncia para relatar o seu
consumo.

Veja o exemplo dado nas duas primeiras linhas. Se vocé, usualmente, come arroz duas vezes
por dia, sendo uma colher de servir em cada refeigdo, faga um circulo em torno da opcao de
QUANTIDADE que melhor descreve a quantidade média que v. consome a cada vez e assinale a

FREQUENCIA mais préoxima do seu habito, no caso, de 2 a 3 vezes ao dia.

Ainda no exemplo: se vocé, geralmente, tem por hdbito comer meia concha de feijdo trés vezes
por semana, proceda da mesma forma, circule a opcdo de QUANTIDADE que melhor descreve a

quantidade média que v. consome a cada vez (no caso, meia concha) e assinale a FREQUENCIA mais

préxima do seu habito, no caso, de 2 a 4 vezes por semana.

No caso de ndo comer o alimento em questdo, assinale “Nunca ou quase nunca”.

Estas duas primeiras linhas representam os exemplos citados:

UANTIDADE N
Q Frequencia
'g':'; 2a3 1 5a6 2a4 1 vez 1a3 | Nunca
PRODUTO vezes | Vezes | vez vezes vezes por vezes ou
por | por por por por quase
Q %?ar dia | dia | semana | semana | 58M3M2 | mas | nunca
Arroz 1 2 COIhel'.eS
ot | e X
colher ou mais
om &é_/ 1 2
Feijao conchas X
concha | concha .
ou mais
Frequéncia
Mais
PRODUTO T de 3 2a3 | 1 5a6 2a4 1 vez 1a3 |Nunca
vezes | V€Zes|vez | vezes vezes por vezes| ou
por |por| por por por | quase
%?ar dia |dia | semana|semana|5¢™M3"3| mas | hunca
coI%\_lees 1 colher de | 2 colheres de servir
de sopa servir ou mais
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Frequéncia

Mais
de 3 2a3 | 1 5a6 2a4 1 vez 1a3 [Nunca

PRODUTO QUANTIDADE vezes | VeZes |vez | vezes | vezes or |vezes| ou

or | por |por| por por seg'lana por | quase
%ia dia | dia | semana |semana més | nunca
~ 2 3 pegadores ou

Macarrao 1 pegador pegadores mais

Farlnha de 1 colher 2 colheres | 3 colheres ou mais

mandioca

Polenta ou 1 pedagco | 2 pedagos | 3 pedagos ou mais

angu

1 unidade .
Batata cozida oul 22un||ﬂades idad 33 h
ou puré colher de dco eres | unidades/ colheres
sopa e sopa ou mais

l\/.la.ndloca ou 1, pedago | 2 pedagos | 3 pedagos ou mais

aipim

Lasanha,

Nhoque, Marque s6 a freqiiéncia

Ravioli

Feijao % concha | 1concha 2 conchas ou mais

Lentilha,

ervilha ou 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais

grao de bico

Bolo 1fatia 2fatias 3 fatias ou mais

Biscoito 1- 3- . .

recheado 2unidades | 5unidades 6 unidades ou mais

Biscoito doce 1- 3- 6 unidades ou mais

2unidades | Sunidades

Biscoito 1- 3- . .

salgado 2unidades | Sunidades | ©Unidades oumais

Pdo francés 1-2 2-4

ou pdo de unidades unidades | 3-6 unidades /fatias

forma /fatias /fatias

Mantelga ou Marque s6 a freqiiéncia

margarina

Queijo 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais

Requeijao Marque s6 a freqiiéncia

Leite

Integral/semi/ 1 copo 2 copos

desnatado

logurte 1copo ou unidade 2copos Olr%l;?sldades ou
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Frequéncia

Mais

de 3 2a3 | 1 5a6 2a4 1ve 1a3 [Nunca
PRODUTO QUANTIDADE vezes | VeZes |vez | vezes | vezes “')rz vezes| ou

por | Por |por| por por seg'lana por | quase

dia dia | dia | semana |semana més | nunca
Alface 1folha 3-4folhas 5 folhas ou mais
Couve 1 colher 2 colheres | 3 colheres ou mais
Repolho 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Couve-flor ou .

T 1ramo 2 ramos 3 ramos ou mais
Brocolis
Tomate % unidade .1_2 3 unidades ou mais
unidades
Pepino 1-2fatias 3-4fatias 5 fatias ou mais
Chuchu 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Abobrinha 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Abdbora 1pedago 2pedacos 3 pedagos ou mais
Cenoura 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Beterraba 1-2fatias 3-4fatias 5 fatias ou mais
Quiabo 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Vagem 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
Pimentdo Marque s9 a freqiiéncia
Alho Marque s9 a freqiiéncia
Cebola Marque s6 a freqiiéncia
Laran@ ou 1 média 2 médias 3 méd. ou mais
tangerina
Banana 1 média 2 médias 3 méd. ou mais
Mama&o 1 fatia ou % papaia 2 fatias ou 1 papaia ou
mais

Maga 1 unidade 2 unidades ou mais
Melancia ou 1 fatia 2 fatias

meldo
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Frequéncia

'XI:'; 2a3 | 1 5a6 2a4 1 vez 1a3 [Nunca

PrRODUTO QUANTIDADE vezes | VeZes |vez | vezes | vezes por vezes| ou
por |por| por por por | quase

%‘i’; dia | dia | semana |semana | $¢™M3a"3| mas | nunca
Abacaxi 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais
Manga 1 unidade 2 unidades ou mais
Uva 1/2 cacho 1 cacho 2 cachos ou mais
Ovos 1ovo 2 ovos 3 ovos ou mais

Peixe fresco

1 filé ou posta

2 filés ou 2 postas ou
mais

Carne de

porco 1 pedago 2 pedagos ou mais

Frango 1 pedacgo 2 pedagos ou mais
s | 2ies ou 2 pecago

Carne de boi de sopa de carne mec:;o, 6 colheres d%

ensopada ou de sopa de carne ensopada
carne moida ou de carne moida
Hamburguer 1 hamburguer 2 hamburg'ueres ou
mais
Sardinha ou Marque s9 a freqiiéncia
atum (lata) 9 9

Bucho, figado,
moela,
coragao

Marque s6 a freqiiéncia

Salsicha

2unidades
médias

lunidade
média

3 unidades médias
ou mais

Lingtica

2unidades
médias

lunidade
média

3 unidades médias
ou mais

Frios como
mortadela,
presunto,
apresuntado,
salame,

Marque sé a freqiiéncia

Bacon ou
toucinho

Marque so a freqiiéncia

Carnes ou
peixes
conservados
em sal;
bacalhau,
carne seca,
etc.

Marque so a freqiiéncia

Churrasco

Marque so a freqiiéncia
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Frequéncia
Mais | 3a3] 1 | 5a6 | 2a4 1a3 [N
de 3 a a a 1 vez a unca
PRODUTO QUANTIDADE vezes | VeZes |vez | vezes | vezes por vezes| ou
or | Por [por| por POr | comana| POr | quase
%ia dia | dia | semana |semana més | nunca
Pizza 1 pedago 2 ou mais pedagos
2 pacotes .
1 pacote pequenos 3 ou mais
pequeno de de chips ou pacotes
; chipsou o op pequenos de
Batata frita, equivalente a . chipsou o
chips ou 1 porgao ngu'vs:egég equivalente a3
palha pequena de epue‘l;”nas ou mais porgoes
batata frita geqbatata pequenas de
do frita do batata frita do
McDonald’s McDonald’s McDonald’s
Salgadinhos
tipo Cheetos, 3 pacotes ou
Fofura, 1 pacote 2 pacotes mais
Torcida
Pipoca (saco) Marque s6 a freqiiéncia

Salgados tipo

risoli, coxinha, 1 unidade 2 unidades ou mais
pastel, kibe
Amendoim . n .

Marque so a freqiiéncia
(saco)
Alimentos
enlatados:
ervilha, Marque s6 a freqiiéncia
azeitona,
palmito, etc.
Maionese 1colher de chd 2 colheres c.je cha ou

mais
Sorvete 1 bola 2 bolas ou mais
Balas Marque s9 a freqiiéncia
Cf)ocolate €M 1 1 colher | 2colheres | 3 colheres ou mais
p6 ou Nescau
Chocolate
barra (30g) ou | 1 unidade | 2 unidades | 3 unidades ou mais
bombom
Doce a base 1 pedago | 2 pedagos | 3 pedagos ou mais
de leite pedag pedag pedac
Doce a base 1 pedaco | 2 pedagos | 3 pedagos ou mais
de fruta pedac pedag pedac
Acticar 1 colherde 2 colheresde sobremesa
¢ sobremesa ou mais

Adogante Sim Nao
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Frequéncia
Mais
de 3 2a3 | 1 5a6 2a4 1ve 1a3 [Nunca
PRODUTO QUANTIDADE vezes | VeZes |vez | vezes | vezes “')rz vezes| ou
por | Por |por| por por seg'lana por | quase
dia dia | dia | semana |semana més | nunca
Café 1 xicara 2 xicaras 3 xicaras ou mais
Cha ou Mate 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
Refrigerantes 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
a base de cola P P P
Outros
refrigerantes 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
e guaranas
Suco da fruta 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
ou da polpa P P P
Vinho 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
Cerveja 1-2 copos | 3-4 copos 5 copos ou mais
Outras
bebidas 1 dose 2 doses 3 doses ou mais
alcodlicas
Oleo
Tipo:

Apenas a frequencia

Azeite extra

) Apenas a frequencia
virgem

Linhaga Sim Ndo

Chia Sim Nao




ANEXO H -

TODO O DIA

TODA SEMANA

TODO MES

RARAMENTE OU NUNCA

MODELO DE CARTAO-RESPOSTA

1vez 2a3
por dia vezes
por dia
5ab 2a4
vezes vezes
por por

semana sSeémana

1a3
vezes por
mes

Nunca ou
gquase
nunca

53

mais de 3
vezes por
dia

1 vez por
semana



ANEXO | - LISTA DE ALIMENTOS PROCESSADOS E IN NATURA

Processados e Ultra Processados Por semana
Café 114
AcuUcar 8,4
Manteiga ou margarina 8,1
Pao francés ou pao de forma 7,3
Cha ou mate 51
Biscoito salgado 4,4
Queijo 2,1
Frios 2,0
logurte 1,3
Bacon ou toucinho 1,3
Macarrdo 11
Refrigerantes a base de cola 11
Requeijao 1,0
Maionese 1,0
Outros refrigerantes 1,0
Lingtica 0,9
Biscoito doce 0,8
Chocolate ou Bombom 0,8
Bolo 0,7
Batata frita, chips ou palha 0,6
Alimentos enlatados 0,6
Chocolate em p6 ou Nescau 0,5
Sorvete 0,5
Farinha de mandioca 0,5
Doce a base de fruta 0,4
Doce a base de leite 0,3
Pizza 0,3
Salgados tipo risoli, coxinha 0,3
Amendoim 0,2
Cerveja 0,2
Biscoito recheado 0,2
Salsicha 0,2
Salgadinhos tipo Cheetos 0,2
Sardinha ou atum (lata) 0,1
Lasanha, Raviéli, Nhoque 0,1
Vinho 0,1
Hamburguer 0,1
Polenta ou Angu 0,1
Carnes ou peixes conservados em sal 0,1
Outras bebibas alcodlicas 0,0




In natura Por semana
Cebola 8,4
Alho 7,9
Tomate 6,4
Pimentao 53
Banana 4.8
Alface 4,4
Laranja ou tangerina 3,2
Maga 1,8
Couve 1,8
Cenoura 15
Beterraba 15
Mamé&o 1,4
Melancia ou Melédo 11
Pepino 11
Couve-flor ou Brécolis 0,8
Abacaxi 0,8
Abobora 0,7
Chuchu 0,6
Vagem 0,6
Manga 0,5
Repolho 0,5
Uva 0,5
Linhaca 0,4
Abobrinha 0,2
Chia 0,1
Quiabo 0,0




ANEXO J — QUESTIONARIO GERAL

Questionario

Entrevistador:

Digitador :

Data: / /_
Data: / /_

Dados Pessoais

Nome:

n2 de identificagdo:

Data de nascimento: / / Idade: (anos)

Cor:

01- Branca 02- Preta 03-Parda 04- Amarelo 05- Indigena

Escolaridade:
01- Nenhum/fundamental incompleto
02- Fundamental completo/ médio incompleto
03- Meédio completo/superior incompleto
04-  Superior completo

Histdrico Ginecoldgico

Idade da primeira menstruagdo:(anos)

Data da Ultima menstruacdo: / /

Idade da menopausa: (anos)

Faz uso de contraceptivo hormonal?

01- Sim 02-Ndo

Se sim: 01- oral 02- injetavel 03-outro. Qual?

Tém ou ja teve alguma doenga ginecoldgica:

01-Sim 02-Ndo

Se sim: qual?

Habitos de vida

Realiza atividade fisica regularmente?

01-Sim 02-Nao

Se sim:

Com que frequéncia:

01- 2x/semana 02-3x/semana 03- 4x ou mais na semana

Qual a duragéo:

01- 20 min 02-30 min 03- 45 min 04- 60 min ou mais

Qual atividade realiza:

01- Leve 02- Moderada 03- Intensa

Quanto ao tabagismo:

01- Fumante 02- ndo fumante 03- se ja foi fumante

Se fumante:

Com qual idade comegou a fumar?

Quantos cigarros fuma por dia?

01- Y% macgo 02- 1 mago 03- 1 e % maco 04- mais de 2 magos

Se ja foi fumante:

H3 quanto tempo parou? (anos)

Por quanto tempo fez uso do tabaco? (anos)

Dados antropométricos

Peso 1 (kg)

IMC 1 (kg/m?)

Altura (m)

Peso 2 (kg)

IMC 2 (kg/m?)

Medicages utilizadas

Nome / mg/posologia/quanto tempo usa?(meses)

56



Data__ / /[

Hemoglobina (g%)

Hematocrito (%)

Leucdcitos (ul)

Plaguetas (mm3)

Colesterol total (mg/dl)

HDL-c (mg/dl)

LDL-c (mg/dl)

Triglicerideos (mg/dl)

Glicemia de jejum(mg/dl)

HbALc (%)

57



