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RESUMO

ALTERACOES NO METABOLISMO DE ZINCO RELACIONADAS AO
ENVELHECIMENTO

Embora muitos estudos apontem alteragdes nas concentragdes orgéanicas de
zinco em pacientes idosos, 0os mecanismos pelos quais o envelhecimento
poderia implicar em mudangas no metabolismo deste nutriente ainda
permanecem obscuros. Assim, procuramos avaliar as mudangas relativas ao
zinco plasmatico, Capacidade de Ligacdo do Zinco a Proteina Plasmatica
(CLPPZn) e indice de Saturacdo (IS). As analises de zinco foram realizadas
por espectrofotometria de absor¢cdo atdbmica, comparando idosos e adultos
jovens. Foi encontrada diferenca estaticamente significante (p<0,001), entre
os dois grupos, em relagado ao zinco plasmatico e IS, sendo que a CLPPZn nao
diferiu entre os idosos e adultos jovens. Corroborando este resultado, foi
demonstrado que, no grupo jovem as variagdes na CLPPZn sao explicadas em
76% (R?= 0,760) pelas variagdes no zinco plasmatico e IS. Ja no grupo de
idosos esta medida diminui para 30,5% (R?= 0,305). Concluimos entdo que o
envelhecimento pode ser um fator associado as mudancgas nos mecanismos de
controle e homeostase do zinco, alterando inclusive padroes de resposta
relativos a CLPPZn e demais indicadores do estado nutricional relativo ao

zinco.

Palavras-chave: zinco, proteina plasmatica, idosos



ABSTRACT

METABOLIC ALTERATIONS OF ZINC RELATED TO AGING

Although many studies point to alterations in the organic concentrations of zinc
in elderly patients, the mechanisms by which aging might cause changes in the
metabolism of this nutrient remain unclear. Thus, we assessed the changes in
plasma zinc, Zinc Binding Capacity to Plasma Protein (ZnBCPP) and Saturation
Index (Sl), comparing elderly individuals and young adults. The zinc analyses
were performed by atomic absorption spectrophotometry. A statistically
significant difference (p < 0.001) was found between the two groups, in relation
to plasma zinc and SlI, but the ZnBCPP did not differ between the younger and
older subjects. In agreement with this result, it was shown in the young group
that 76% (R? = 0.760) of the ZNnBCPP variations are explained by the variations
in plasma zinc and Sl. In the elderly group this measure decreased to 30.5%
(R? = 0.305). We conclude, therefore, that aging may be a factor associated to
changes in control mechanisms and in zinc homeostasis, and could even alter
ZnBCPP response patterns and other zinc-related indicators of nutritional

status.

Key words: zinc, plasmatic protein, elderly
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1- INTRODUCAO

Considerando os micronutrientes, o zinco se destaca pelas diversas
fungdes elucidadas por mecanismos moleculares até efeitos sistémicos
caracteristicos. O zinco tem capacidade de atuar como cofator em processos
enzimaticos o que explica sua essencialidade para o crescimento e
desenvolvimento, integridade da pele, fungdo neurolégica, cicatrizacao de
feridas e imunocompeténcia, além de participar do metabolismo de
macronutrientes (EXPERT GROUP... 2002).

Por causa desta acdo em todo organismo, mesmo diante de uma
deficiéncia leve de zinco, ja é possivel constatar o surgimento e agravamento
de problemas de saude relacionados com o prejuizo destas fungdes
(ANDERSON e ALLEN, 1999).

Classicamente, os idosos constituem um grupo de risco nutricional para
a deficiéncia de zinco, como resultado de multiplos fatores fisiolégicos, sociais,
psicolégicos e econbmicos, dentre os quais podemos citar o uso de multiplos
medicamentos, a presenca de doencas cronicas, a depressdo e a recusa da
alimentagao (CESAR, WADA e BORGES, 2005).

Estudos americanos e brasileiros tém mostrado que a ingestdo média de
zinco comega a diminuir a partir dos 51 anos de idade, decaindo ainda mais a
partir dos 71 anos, sendo que o consumo inadequado pode atingir até 80% dos
idosos em algumas populagdes geriatricas (BRIEFEL et al, 2000; PASSERO e
MOREIRA, 2003).

A especulacido consiste em explicar os baixos teores de zinco

plasmatico em idosos com ingestdo adequada deste nutriente. Nesse sentido,
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tém sido sugerido que, independente do consumo, haveria uma diminuigdo nas
concentracbes de zinco plasmatico/sérico durante o processo de
envelhecimento. A provavel causa relaciona-se com alteragbes na quantidade
e tipologia das células do sistema imunologico e maior vulnerabilidade a
algumas doencas, em especial a degeneragdo macular, sugerindo alteragdes
no metabolismo normal deste mineral (FAIRWEATHER-TAIT, HARVEY e
FORD, 2008).

Um dos obstaculos para elucidar este problema é a falta de um indicador
sensivel para detectar a deficiéncia moderada do zinco e o fato de a maioria
dos trabalhos avaliarem apenas a concentracdo do zinco plasmatico, que,
isoladamente, é considerado pouco sensivel para avaliar o estado do zinco no
organismo, além de estar sujeito a variagbes circadianas (WOOD, 2000;
HAMBIDGE, 2000).

Portanto, para auxiliar na interpretagdo dos parametros relacionados ao
estado do zinco corporal, sugere-se a técnica da capacidade de ligagao do
zinco a proteina plasmatica (CLPPZn), um biomarcador que sinaliza aspectos
metabdlicos desse mineral no organismo (FOOTE e DELVES,1984; KIILERICH
e CHRISTIANSEN, 1986; ARGEMI et al, 1988; TURULL et al, 1994;
CUNNINGHAM et al, 1994).

Este estudo foi delineado com base nestas questdes e diante da
escassez de trabalhos com idosos saudaveis para identificagao das “Alteragdes

no metabolismo de zinco relacionadas ao envelhecimento”.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 —Zinco: aspectos metabdlicos, fisiolégicos e de avaliagdo nutricional

O zinco € o mineral intracelular mais abundante do organismo, podendo
atuar em fungdes cataliticas, reguladoras e estruturais. Mais de 200 enzimas
dependentes de zinco ja foram identificadas em sistemas bioldgicos. (KING e
KEEN, 1998; KING, SHAMES e WOODHOUSE, 2000).

Uma maior percep¢cdo da importancia do zinco ocorreu com a
compreensao do mecanismo dos “zinc fingers”, que atuam como um elemento
indispensavel no mecanismo de reparo de proteinas, transcricado e expressao
genética. (SOLOMONS, 1999; HAMBIDGE, 2000; CABREIRO et al., 2008).

A caréncia de zinco afeta todos os tecidos e sistemas que possuem
fungdes metabdlicas zinco-dependentes, sendo os mais prejudicados a pele, o
sistema gastrintestinal, nervoso, imune, esquelético e reprodutor (HAMBIDGE,
2000; PRASAD, 2003).

Entretanto, enquanto o quadro da classica deplec¢ao grave de zinco ja foi
bem descrito, as caracteristicas da deficiéncia marginal (moderada a leve) de
zinco tém sido mais dificeis de identificar. Uma boa caracterizacdo desta
sindrome ainda nao foi estabelecida ou verificada até o momento (ANDERSON
e ALLEN, 1999).

A despeito da importancia de uma provavel prevaléncia da deficiéncia
marginal de zinco no espectro da saude publica, ainda ndo ha um consenso
sobre os métodos utilizados para mensurar os niveis de zinco no organismo.

(FAIRWEATHER-TAIT, HARVEY e FORD, 2008).
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2.1.1. — Zinco Plasmatico e Capacidade de Ligacdo do Zinco a

Proteina Plasméatica (CLPPZn)

O zinco plasmatico, embora represente menos de 0,1% do total deste
mineral no organismo, é considerado um indicador biolégico importante das
reservas organicas. Entretanto, a medida isolada de zinco plasmatico é
geralmente considerada um indicador pouco sensivel para diagnosticar a
deficiéncia marginal de zinco, especialmente na populagdo idosa (KING,
SHAMES e WOODHOUSE, 2000; WOOD, 2000; PEPERSACK et al, 2001).

Estudos experimentais de deplecdo sugerem que as mudangas na
resposta imune zinco dependente ocorrem antes que a reducdo da
concentragao plasmatica do zinco seja aparente (MOCCHEGIANI et al., 2006;
FAO-WHO..., 1998).

As dificuldades na mensuragao do zinco sao parcialmente justificadas
pelo pouco conhecimento que se tem sobre o metabolismo do zinco em
diferentes estados fisioldgicos. Uma melhor compreensdo da
distribuicao/redistribuicdo do zinco corporal e seu significado metabdlico é
essencial para avaliar e propor métodos que quantifiquem o zinco corporal (EL-
KHOURY,1991).

Nesse sentido, tem sido sugerida a determinagdo da capacidade de
ligacdo do zinco com proteinas plasmaticas/séricas para tentar determinar
estados moderados de deficiéncia de zinco (TURULL et al, 1994).

Existem, até o momento, poucos trabalhos utilizando este método para
avaliar o estado de zinco e a maioria deles foi realizado em gestantes e recém-

nascidos.
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O zinco sérico encontra-se quase que totalmente ligado a proteinas,
primariamente a albumina e ay- macroglobulina; e em menor quantidade a
aminoacidos e transferrina. Em individuos saudaveis a maior parte do zinco
sérico total esta ligado a albumina e uma menor quantidade liga-se a op-
macroglobulina. Isso quer dizer que a mensuragdo da albumina sérica e do
zinco sérico total pode ser usada para estimar uma fragao fisiologicamente
importante de zinco sérico em pacientes saudaveis (KIILERICH e
CHRISTIANSEN, 1986).

Em condi¢des clinicas mais estaveis, quase todo o zinco plasmatico se
encontra ligado a proteinas, e as mudangas na concentragdo acontecem em
resposta a fatores independentes da disponibilidade deste metal (FOOTE e
DELVES, 1984). Inclusive, alguns trabalhos tém sugerido, em populagao idosa,
a dosagem da albumina como forte preditor da quantidade de zinco no
organismo (MARCELLINI et al., 2007).

O método para determinar a capacidade de ligagao do zinco é baseado
na adi¢cdo, em soro ou plasma, de uma quantidade conhecida de ions de zinco
para saturar as proteinas carreadoras deste metal. O zinco n&o-residual ou
zinco livre (ndo ligado a proteinas) € determinado por meio de uma reagao com
hidroxicarbonato de magnésio. Este sal tem uma solubilidade relativamente
alta. Entretanto, a solubilidade do produto desta reacao, o hidréxido de zinco, é
muito baixa, assim ele imediatamente precipita e, mesmo que a reagao seja
deslocada em sentido inverso, continua acontecendo a precipitacdo deste
composto. Este método permite uma total garantia que todo o zinco que néo
estivesse ligado a proteina seja eliminado (ou quelado) quando adicionado um

excesso de magnésio carbonato basico (ARGEMI et al, 1988).
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A técnica da capacidade de ligacdo do zinco com a proteina
plasmatica/sérica se mostra mais confiavel que a simples mensuragao do zinco
plasmatico/sérico para determinar o status do zinco no organismo e detectar a
deficiéncia deste mineral (FOOTE e DELVES,1984; KIILERICH e
CHRISTIANSEN, 1986; ARGEMI et al, 1988; TURULL et al, 1994;
CUNNINGHAM et al, 1994).

Neste contexto, podemos citar os idosos, considerando ainda que,
segundo Charlton (2002), o zinco € um nutriente indispensavel para otimizar o
estado de saude em idosos.

2.2 — Estudos sobre Zinco em Idosos

Na terceira idade a necessidade do corpo por alguns nutrientes, dentre
0S quais o zinco, continua igual a da idade adulta, enquanto que a habilidade
de regulacédo do pool corporal diminui, bem como a ingestdo. Por esta razao,
0os idosos sdao um grupo particularmente vulneravel a deficiéncia de zinco
(GOLDEN, HINERFELD e MELQV, 2002).

Estudos clinicos e bioquimicos tém mostrado que a deficiéncia marginal
de zinco é comum na populagao idosa (MINISTRY OF HEALTH,1996).

Baixas concentragdes de zinco plasmatico sdo encontradas em 2 a 27%
da populacao idosa. De fato, a suplementacdo com zinco tem resultado em
uma melhora na fungéo imune e diminuicdo na progressao da degeneragao
macular em idosos (UCIECHOWSKI et al, 2008; SOUTER e KELLER, 2000).

Justamente por seu importante papel na manutengdao do equilibrio
homeostatico do metabolismo, a diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de
zinco, encontradas em idosos, parecem estar positivamente relacionadas com

o aumento do estresse oxidativo e o aumento da incidéncia de doencas
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cronico-degenerativas, como aterosclerose, doenca inflamatéria e doencas
oculares. (SAVARINO et al, 2000; GOLDEN, HINERFELD e MELOV, 2002;
CABREIRO et al, 2008).

Contrariamente, Ravaglia et al (2000) e Jong et al (2001), ao analisarem
uma populagcdo de idosos (n=44), na ltalia e na Nova Zelandia (n=108),
encontraram concentragbes normais de zinco plasmatico, embora alguns
sinais clinicos sugerissem uma deplegao leve.

As alteracbes relacionadas as mudangas metabdlicas de zinco
inerentes ao processo de envelhecimento sugerem além da diminuicdo da
concentracdo plasmatica de zinco, efeitos relativos a redistribuicdo entre
carreadores protéicos plasmaticos e uma menor capacidade de captacao e
utilizagéo tecidual (FAIRWEATHER-TAIT, HARVEY e FORD, 2008; PRASAD,
2008; MOCCHEGIANI et al., 2006 ).

Entretanto, nenhuma das hipdteses conseguiu ainda explicar totalmente
as alteragdes no metabolismo de zinco relacionadas ao envelhecimento e/ou

qual sua real magnitude e importancia no organismo humano.
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ABSTRACT

Although many studies point to alterations in the organic concentrations of zinc in
elderly patients, the mechanisms by which aging might cause changes in the metabolism
of this nutrient remain unclear. Thus, we assessed the changes in plasma zinc, Zinc
Binding Capacity to Plasma Protein (ZnBCPP) and Saturation Index (SI), comparing
elderly individuals and young adults. The zinc analyses were performed by atomic
absorption spectrophotometry. A statistically significant difference (p < 0.001) was
found between the two groups, in relation to plasma zinc and SI, but the ZnBCPP did
not differ between the younger and older subjects. In agreement with this result, it was
shown in the young group that 76% (R*> = 0.760) of the ZnBCPP variations are
explained by the variations in plasma zinc and SI. In the elderly group this measure
decreased to 30.5% (R* = 0.305). We conclude, therefore, that aging may be a factor
associated to changes in control mechanisms and in zinc homeostasis, and could even

alter ZnBCPP response patterns and other zinc-related indicators of nutritional status.
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RESUMEN

A pesar de que muchos estudios apuntan a las alteraciones en las concentraciones
organicas de zinc en zinc en pacientes mayores, los mecanismos por los cuales el
envejecimiento podria implicar en cambios en el metabolismo de esta nutriente, todavia
permanecen oscuros. Buscamos evaluar los cambios relativos al zinc plasmatico,
Capacidad de Ligacion del Zinc a la Proteina Plasmatica (ZnBCPP) e indice de
Saturacion (SI). Los andlisis de Zinc fueron realizados por espectrofotometria de
absorcion atomica, comparando personas mayores y adultos jovenes. Una diferencia fue
encontrada estaticamente (p< 0,001), entre los dos grupos, en relacion al zinc
plasmatico e SI, siendo que la ZnBCPP no cambidé entre los younger y olders.
Constatando este resultado, fue demostrado que en el grupo de jovenes las variaciones
en ZnBCPP son explicadas en 76% (R®>= 0,760) por las variaciones en el Zinc
plasmatico e SI. En el grupo de los mayores esta medida disminuye para 30,5% (R*=
0,305). Concluimos entonces que el envejecimiento puede ser un factor asociado a los
cambios en los mecanismos de control y homeostase del zinc, alternando incluso
patrones de respuesta relativos a ZnBCPP y algunos otros indicadores del estado

nutricional relativo al Zinc.
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INTRODUCTION

Zinc is indispensable to the organism, owing to the various biological functions
it exercises in its role as a biochemical, regulating and structural agent. Even when there
is a slight zinc deficiency, it is possible to detect consequences such as greater
susceptibility to infection and cicatrization problems (Anderson and Allen, 1999).

The elderly are at risk of zinc deficiency, owing to their low dietary ingestion,
lack of appetite, and likely use of medication. Moreover, there are indications that,
although the zinc requirements of the elderly are similar to those of adulthood, the
capacity to regulate the body pool is diminished (Roberts and Hays, 1999).

Although there is much evidence that zinc deficiency, even to a slight degree, is
prevalent worldwide, particularly in specific population groups, such as the elderly, a
totally reliable method to assess it has yet to be established (LOWE, 2005).

Most studies, especially epidemiological ones, use plasma zinc as the measuring
parameter. However, despite the convenience, this indicator is not considered to be
sensitive enough to diagnose zinc status in the organism, since it is subject to circadian
variations (Wood, 2000).

Therefore, more than one parameter must be used to perform this diagnosis. One
of these is the Zinc Binding Capacity to Plasma Protein

In humans, serum zinc is nearly totally protein-bound, primarily to albumin and
ap- macroglobulin; and to a lesser extent to amino acids and transferrin. In healthy
individuals it has been observed that the greater part of total serum zinc is bound to
albumin and that only a small amount is bound to a,- macroglobulin. This means that

the measure of serum albumin and of total serum zinc can be used to estimate a
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physiologically important fraction of serum zinc in healthy patients (KIILERICH and
CHRITIANSEN, 1986).

In some situations, zinc binding with proteins is a result of the plasma zinc
transfer to intracellular sites, which normally occurs after surgery or similar stressful
events. Under more stable clinical conditions, nearly all the plasma zinc is bound to
proteins, and changes in concentration occur in response to factors unrelated to the
availability of this metal (FOOTE and DELVES, 1984).

The method that determines zinc-binding capacity is based on addition, in serum
or plasma, of a known amount of zinc ions to saturate the protein carriers of this metal.
Non-residual zinc or free zinc (not protein-bound) is determined by a reaction with
magnesium hydroxicarbonate, which has relatively high solubility. However, the
product of this reaction, zinc hydroxide, has low solubility, precipitates immediately
and, even if the reaction is displaced in the inverse direction, this compound continues
to precipitate. This method ensures, however, that all the non protein-bound zinc is
eliminated (or quelated) when there is excessive basic magnesium carbonate (ARGEMI
et al., 1988).

Some authors have reported that the Zinc Binding Capacity to Plasma Protein
technique or the one using serum is useful in determining moderate states of zinc
deficiency and is more reliable that the simple measuring of zinc in these compartments
(CUNNINGHAM et al., 1994; TURULL et al., 1994; ARGEMI et al., 1988).

Thus, the aim of this study was to assess plasma zinc and ZnBCPP in adults and
elderly individuals, to determine zinc-related changes in nutritional status caused by the

aging process.

MATERIAL AND METHODS
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This cross-sectional study was conducted with a group of elderly subjects older
than 60 years of age, of both sexes (n = 14); and the other was composed of university
undergraduates (n = 57) from the city of Natal, Brazil. The subjects were chosen
randomly from those who declared themselves healthy and who had no history of
chronic diseases and/or health problems in the previous year. The elderly underwent the
Mini-Mental State Examination. The following exclusion criteria were established: the
presence of gastrointestinal disorders, obesity or current malnutrition, chronic and/or
acute diseases and the use of vitamin-mineral supplementation or other medication that
might interfere in normal zinc metabolism. The study was approved by the Research
Ethics Committee of the Federal University of Rio Grande do Norte (UFRN).

The zinc plasma dosage was calculated by atomic absorption spectrophotometry
according to the method proposed by Rodriguez et al. (1989), and the Zinc Binding
Capacity to Plasma Protein (ZnBCPP) was determined using methodology standardized
by Argemi et al. (1988) and Cunningham et al. (1994), modified by Pedrosa et al.
(2000).

Two 0.5 mL aliquots of plasma were removed and mixed in equal volume of a
standard zinc solution of 10 mcg Zn/mL. The addition, in serum or in plasma, of a
known amount of zinc ions, aimed at saturating the carrier proteins of this metal. The
plasma proteins were then precipitated, with the addition of 85 mg of magnesium
hydroxicarbonate and 4 mL of ultrapure water (MILLI-Q), which enabled the
quantification of the free zinc (non protein-bound). After centrifugation, the amount of
zinc in the supernatant was analyzed by atomic absorption spectrophotometry
(SPECTRA VARIAN AA-200). The results were expressed in ugZn/g of plasma

protein.
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The saturation index was calculated according to Arcasoy et al. (2001), using the
%SI formula (plasma Zn/ZnBCPP x 100).

The plasma proteins were measured colorimetrically with the BioSystems total
protein kit.

To calculate Body Mass Index (BMI) we measured weight on a digital scale and
height with a non-extendable tape measure.

Dietary zinc was assessed in the older group by a 3-day food record and in the
younger group by a 24-hour record, and all data were subsequently analyzed with the
Virtual Nutri program, version 1.0.

Student’s t-test was used to analyze the independent samples and Pearson’s
correlation coefficient between the dependent variables was calculated considering a
confidence interval of 95%. The linear regression model comprised backward selection
between the plasma zinc variables, zinc binding capacity to plasma protein and

saturation index, using SPSS software.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows that the assessed groups had normal BMI and total protein values.
The volunteers of this study, in general, had a good socioeconomic level, that is, they
had access to health services and nutritional food. This situation is reflected in the
concentration of plasma proteins, in which no statistical difference was found between
the younger and older groups.

Plasma protein concentration is one of the parameters used to obtain ZnBCPP,
whose alterations may influence this concentration. Since both groups had normal
concentrations values with no significant difference between them, this result suggests

that this variable had a low impact on the other results of the study.
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(Table 1)

To assess the zinc x plasma protein relation, we performed a study that evaluated
zinc distribution after acute myocardial infarction. An excellent correlation was
observed between total zinc and protein-bound zinc, but practically no relation was
found between zinc and its plasma carriers (albumin and a-2-macroglobulin) (GOMEZ,
2000). The author suggests that the relation between zinc and the plasma proteins is
established by some additional factor and not only as a function of the amount of
mineral in the organism and the presence of free carriers.

We suggest, therefore, that the aging process is one of the passive factors
influencing this relation and the metabolic regulation of zinc.

Jong et al. (2001) assessed a cohort of New Zealand women, whose plasma
protein levels were normal, and found low plasma zinc values among the elderly and no
association between this zinc parameter and the ingestion of the mineral. A similar
situation was found by PEPERSACK et al (2001), who evaluated elderly hospitalized
patients, and also found no relation between low plasma zinc levels and the amount of
plasma proteins. These results reinforce the need for other markers to better interpret
and/or assess the zinc x plasma protein relation.

Table 2 shows the group differences in zinc concentration and in the saturation
of its carriers, which seems to indicate changes in the metabolism of this mineral, likely
related to age.

(Table 2)

Although the plasma zinc values of the two groups were in the normal range,
which is from 70 to 120 mcg Zn/dL (Iyvengar and Woyttiez, 1988), there was a
statistical difference between the older and younger subjects, a finding also observed in

plasma protein saturation, which was lower in the elderly. That is, there was less zinc
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bound to this group and therefore more free carriers, theoretically passive of being
occupied by a larger amount of the mineral.

There was no statistical difference between the groups in relation to ZnBCPP,
although it was higher in the elderly group. However, in the context formed by the other
indicators, with plasma zinc and the saturation index differing statistically between the
groups, a larger ZnBCPP value was expected than that found in the elderly subjects.

This being so, no proportional increase in ZnBCPP was found as a response to
plasma zinc and the saturation index.

The dietary ingestion of zinc/day was 9.73 + 0.91 mg in the Younger group and
9.41 £ 1.0 in the Older group, without statistically significant differences between them
(p = 0.8642). Thus, we can deduce that the amount of dietary zinc has no effect on the
differences found between the groups, in terms of plasma zinc and saturation index.

We can infer, therefore, that the Older group had less “desire” and/or
“competence” in binding zinc to the plasma protein pool, suggesting changes in zinc
homeostasis. This could represent a greater difficulty in organic supply owing to a
shortage and/or need to increase the continuous offer of zinc to reestablish this
equilibrium.

The apparent change in the strength of this relation, where we can apparently
relate aging with a smaller association between plasma protein saturation, plasma zinc
and ZnBCPP, leads us to speculate about the differences between young adults and the
elderly in dealing with high zinc doses, administered via supplements and/or their
dietary effectiveness.

Grosshauer et al. (2006) assessed ZnBCPP in athletes, before and after a zinc
supplementation program. One of the groups evaluated showed significant differences

in plasma zinc and ZnBCPP values, before and after supplementation; that is, as the
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amount of zinc increased, there was an increase in zinc plasma and an inversely
proportional concomitant decrease in protein-binding capacity, related to the organic
status of the mineral.

A study by Faure et al (2005) analyzed zinc metabolism using stable isotopes,
comparing a group of young women (mean age of 36 years) and a group of
institutionalized (mean age of 73 years) and non-institutionalized (mean age of 72
years) elderly patients. Although zinc ingestion was similar in all the groups, differences
were found in the metabolism of the mineral, in relation to the duration of the zinc in the
plasma. The authors suggest that this may be related, among other factors, to the aging
process and to some alteration in plasma protein-bound zinc.

Linear regression analysis showed that, in the Younger group, the variations in
ZnBCPP are explained in 76% (R* = 0.760) of the cases by plasma zinc variations and
the saturation index. In the Older group this response decreased to 30.5% (R* = 0.305).
That is, there is a clear indication of changes in the mechanisms of zinc homeostasis
related to aging, which involve alterations in the response patterns of ZnBCPP to the
organic concentrations of zinc and their relation with the other zinc parameters in the
organism.

Briefly, we observed this change in response pattern of the indicators, when we
compared the older and younger groups, since, although the elderly apparently have
more “space” to bind the zinc. This is reflected by a lower saturation index and lower
amount of plasma zinc. This was also shown in the ZnBCPP, that is, although there is
more space, the plasma proteins have seemingly less desire or ability to bind/capture
zinc.

Mocchegiani et al (2001) suggested that these changes in the binding of zinc to

carrier proteins observed in aging may be considered potential markers to assess
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organism aging and a factor to be considered when defining proper diet for this stage of
life.

Furthermore, Ravaglia et al. (2000) and Savarino et al. (2001) assessed groups at
different life stages and found that, even among the elderly, there are differences
between plasma zinc patterns, which seems to decline proportionally to age, being
lower, for example, in 90 year-old individuals than in 70 year-olds.

Mocchegiani et al. (2006) offer evidence for understanding these mechanisms.
According to these authors, over the course of the aging process there is an
overexpression of some zinc-binding proteins such as metalloproteins and o-2-
macroglobulin, which decreases zinc bioavailability in the organism. It is even
speculated that this is one of the causes of immune function deficiency in the elderly.

We conclude therefore, that aging may be a factor associated to changes in
control mechanisms and zinc homeostasis. It may even alter the response patterns of
ZnBCPP and the other indicators of zinc-related nutritional status.

We suggest new studies, focused on the plasma protein profile, ZnBCPP and the
response to different zinc supplementation regimens in the elderly, to help in the

implementation of differential clinical practices for this vulnerable group.
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Table 1: General characterization of the Older and Younger groups
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Groups Older Group Younger Group
Variables (n=14) (n=57)
Age (years) 70.0 (= 8.1) 22.8 (£3.3)
Female Male Female Male
Sex 64.3% 35.7% 57.9% 42.1%
BMI? (kg/cm?) 24.1 (£2.8) 223 (+£2.6)
Total Plasma Proteins”
7.5 (£ 0.78) 7.8 (+ 0.46)
(g/dL)
"Body Mass Index

°Student’s t-test (p=0.161)
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Table 2: Zinc related nutritional status variables of the Younger and Older groups

Groups Older Group Younger Group

Variables (n=14) (n=57)
Plasma Zinc

82.86 (+ 14.02) 104.19 (£ 14.13) p <0.001
(mcg Zn/dL)
Saturation Index (%)  11.69 (£ 2.06) 15.48 (£3.30) p <0.001
/nBCPP

96.04 (+ 10.7) 88.88 (+ 14.61) p=0.090

(mcgZn/ g protein)

CI 95(%)
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4- COMENTARIOS, CRITICAS E SUGESTOES

O PROJETO INICIAL.

Atualmente tem sido extremamente consensual a necessidade de se
conhecer padrées regionais e locais de comportamento de analises
bioquimicas, em cuja discussao estado inseridos o contexto do bidtipo e da dieta
dos individuos.

Baseados nestas discussdes foi que, inicialmente, foi sugerido um
estudo para padronizar a técnica da Capacidade de Ligacdo do Zinco a
Proteina Plasmatica (CLPPZn), como forma de contribuir para outras pesquisas
correlatas, melhorando a interpretacdo de dados relativos ao estado nutricional
de zinco no organismo.

Embora esta seja uma metodologia que permite uma abordagem muito
interessante sobre o zinco corporal, existem poucas publicagdes que a
referenciem e ndo ha uma clareza, na discussdo dos trabalhos ja publicados,
sobre o real significado metabdlico deste dado. Além disso, temos variaveis
associadas a técnica basica, como o Indice de Saturagdo, cujo uso é
mencionado em alguns artigos e em outros nao.

Tratava-se entdao de um desafio e uma necessidade adaptar a técnica de
CLPPZn a nossa realidade local, nas condicbes operacionais do Laboratorio
Multidisciplinar de Pesquisa do CCS-UFRN. Durante esta padronizagao foi
definida a faixa de variabilidade intra e inter-ensaio, para controle da
reprodutibilidade dos resultados, e aplicadas todas as variaveis de
interpretacdo, sugeridas na literatura para esta técnica.

O proximo passo foi a elaboragdo de modelos estatisticos que

permitissem uma melhor compreensdo da razido zinco: proteinas e variaveis
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dependentes de seu comportamento fisiolégico, mensurados com a técnica da

CLPPZn. Com isto, foi possivel ter uma idéia do poder desta metodologia.

OBJETIVOS AMPLIADOS

A técnica apresentou resultados bastante promissores, entretanto havia
escassez de dados, na literatura, que nos permitissem maiores subsidios para
a adequada interpretacdo dos achados, especialmente quando o fator idade
entrava na analise.

Por outro lado, a revisédo de literatura revelou diversos pontos obscuros
relacionados ao metabolismo de zinco durante o processo do envelhecimento e
na interpretacdo dos teores de zinco plasmatico em idosos, motivando-nos a
dar um novo direcionamento ao nosso trabalho.

Dessa maneira, além da padronizacdo do método da CLPPZn, foi
realizada a avaliacdo deste parametro, em adultos e idosos, buscando verificar
se o processo de envelhecimento causaria alteragdes neste aspecto do
metabolismo de zinco. Nesse sentido, nossos achados confirmaram a hipétese
€ semearam novos questionamentos em relagdo ao comportamento deste

mineral na senescéncia.

CONSIDERACOES GERAIS.

Infelizmente, durante esta pesquisa, nao foi possivel realizar a analise
das fragdes protéicas carreadoras de zinco, seja por colorimetria ou por
eletroforese. Esta dosagem poderia ter fornecido elementos importantissimos
para ajudar a esclarecer algumas das diferengas que encontramos entre a

CLPPZn de adultos e idosos.
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Outro fator que limitou o0 nosso estudo foi a impossibilidade de aumentar
a casuistica de idosos saudaveis, dada a dificuldade em se rastrear individuos
com este critério.

Em contrapartida, os critérios de inclusdo e exclusdo estavam bem
delineados e estabelecidos, permitindo uma selegcdo adequada da amostra, o
que foi comprovado na analise estatistica do comportamento das variaveis, em
ambos 0s grupos.

Inclusive o cuidado e a constancia na interpretacao estatistica dos dados
foi uma das razdes que nos motivou a ampliar a proposta inicial deste trabalho,
dado o comportamento promissor das analises iniciais do projeto e o novo grau

de importancia que revestiu os nossos resultados.

PUBLICACAO ATUAL QUE JUSTIFICA RELEVANCIA DO ESTUDO.

A publicagdo de uma revisdo recente, “Does ageing affect zinc
homeostasis and dietary requirements?”, Fairweather-Tait, Harvey e Dianne
Ford, 2008, motivou-nos sobremaneira a publicar e dar continuidade a esta
linha de investigagéo.

Neste artigo sdo questionadas as mudangas metabdlicas do zinco
relacionadas ao envelhecimento, ressaltando a necessidade de mais
investigacbes sobre o assunto, a falta de técnicas adequadas para mensurar
essas alteracbes, as poucas informagdes disponiveis sobre o impacto do
envelhecimento sobre os carreadores de zinco e o provavel impacto destes
fatores na saude dos idosos e recomendagdes de nutrientes.

Em nossa pesquisa também foram tecidas todas estas consideragdes e,

com a conclusao da analise dos resultados, podemos oferecer dados valiosos
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que fornecerdo elementos para a elaboragdo da resposta a todos estes
questionamentos e subsidios para que seja dada continuidade a este trabalho,
por exemplo, com a avaliagédo de padrdes de resposta a suplementagcdo em
idosos e avaliagdo eletroforética e/ou molecular do perfil das proteinas
plasmaticas ligadoras do zinco.

De fato, nosso trabalho € o primeiro no Brasil a usar a técnica da
CLPPZn em idosos, sendo pioneiro na abordagem do bindmio zinco x
envelhecimento por este viés. Além disso, mesmo na literatura internacional,
ha poucos estudos usando esta metodologia, e rarissimos com pessoas
saudaveis.

Este é o resultado de um esforgo iniciado ainda na Iniciagao Cientifica,
cujo prosseguimento aconteceu na Pés-Graduagdo Strictu Senso e na
participacdo, como membro, do grupo de pesquisa Alimentos, Nutricdo e
Saude-UFRN, cadastrado no CNPqg. Esta continuidade cientifica possibilitou
uma formacgao sdélida na area de pesquisa de nutricdo e metabolismo de
nutrientes.

Foi justamente esta preparagcao académico-cientifica que permitiu o
aprofundamento do tema inicialmente proposto, sem comprometimento do
cronograma de execugdo, além de realizar interface com varios projetos
pertencentes a mesma base de pesquisa e em areas correlatas, como Ciéncias
Farmacéuticas. Outro fruto desta constancia é a orientacdo em pesquisa, na
area de nutrigdo, em um projeto piloto sobre ingestdo de nutrientes na cidade
de Natal, com alunos da graduacdo do curso de Nutrigdo da Universidade

Potiguar.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Grafico de ruperficia da rezpesta CLFFZn
CLPPZHZ = 195 38 65-0 .01 0 6™=- 13 0053™y
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Gréfico 1. Grafico de superficie do modelo estatistico, através da regressao
linear multipla, entre a resposta dependente CLPPZn (mcg Zn/g proteina) e os
regressores Zinco Plasmatico (mcg/dL) e Proteinas Totais (g/dL), em um

grupo de idosos saudaveis (n=14), Natal-RN.
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Grafico 2: Valores de zinco plasmatico (mcg/dL), capacidade de ligacado da
proteina plasmatica ao zinco (CLPPZn em mcg Zn/ g proteina) e proteinas

totais (g/dL), em um grupo de idosos saudaveis (n=14), Natal-RN.
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6- ANEXO
Padronizacdo da Capacidade de Ligacdo do Zinco a Proteinas
Plasméaticas (CLPPZn)
Fundamento do Método

O método para determinar a capacidade de ligagao do zinco € baseado na
adicdo, em soro ou plasma, de uma quantidade conhecida de ions de zinco
para saturar as proteinas carreadoras deste metal. O zinco n&o-residual ou
zinco livre (ndo ligado a proteinas) € determinado por meio de uma reagao com
hidroxicarbonato de magnésio.

Este sal tem uma solubilidade relativamente alta. Entretanto, a solubilidade
do produto desta reacdao, o hidroxido de zinco, € muito baixa, assim ele
imediatamente precipita e, mesmo que a reagao seja deslocada em sentido
inverso, a precipitacdo deste composto continua acontecendo. Este método
permite uma total garantia que todo o zinco que néo esteja ligado a proteina
seja eliminado (ou quelado) quando adicionado um excesso de magnésio
carbonato basico

Procedimentos Iniciais

Para a dosagem da CLPPZn, é necessaria a coleta de 12 mL de sangue,
no periodo da manh&, em jejum de 10-12 horas, usando citrato de sodio a 30%

como anticoagulante, na proporc¢ao de 10 pl/mL de sangue.

A seguir, o plasma deve ser separado do sangue por rotagdo em

centrifuga refrigerada a 3000 rpm e 4°C, durante 15 minutos.

Toda vidraria e recipientes utilizados durante o experimento precisam
ser desmineralizados e a agua utilizada, para o preparo de solugdes e diluicao

das amostras, deve ser desionizada e/ou tipo ultrapura (Milli-Q).
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Processamento da Amostra

Metodologia proposta por Argemi et al (1988) e Cunningham et al

(1994), modificada por Pedrosa et al (2000).

De cada amostra de plasma sao retiradas duas aliquotas de 0,5 mL, que
devem ser misturadas a igual volume de uma solugéo padrédo de zinco 10 mcg
Zn/mL. A seguir, agitar as amostras lentamente, por inversdo, e deixar em

repouso por 30 minutos.

O préximo passo € a precipitagao das proteinas plasmaticas. A cada
amostra devem ser acrescentados 85mg de hidroxicarboneto de magnésio
(previamente pesado) e 4mL de agua ultrapura (MILLI-Q), homogeneizando-se
os tubos a seguir. Depois de 30 minutos em repouso, centrifugar a solugéo a

3000 rpm, por 10 minutos e 4°C. A seguir, deve ser recolhido o sobrenadante..

Mensuracédo do Zinco

A determinagdo da concentracido de zinco no plasma no plasma e no
sobrenadante, por espectrofotometria de absorcdo atdémica, foi padronizada
segundo o método proposto por Rodriguez et al. (1989).

Aliquotas de 500uL de cada amostra, em duplicata, sdo diluidas em
agua deionizada na proporgao 1:4, no caso do plasma, e 1:5 no caso do
sobrenadante.

Em seguida proceder a homogeneizagdo da amostra, por agitagéo, e
leitura por aspiracdo em chama direta. Os resultados registrados em ugZn/mL

devem ser convertidos em ugZn/dL.
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Como padrao para as analises do zinco no plasma e sobrenadante, deve
ser usada a solugdo de zinco Tritisol (MERCK®), preparada por diluicdo em
agua desionizada, nas concentragbes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1ug/mL,
armazenada sob refrigeragdo. As curvas deverao ser de 10% de glicerol para
leitura da concentracdo de zinco no plasma, eliminando assim a interferéncia

da matriz biolégica nas analises.
Mensuracéo das Proteinas Totais

As proteinas totais, necessarias para esta analise, sdo mensuradas de
acordo com o kit para proteinas totais da BioSystems, por reacao colorimétrica
ao biureto, conforme padronizagdo do fabricante, com leitura em

Espectrofotdbmetro Colleman .

Calculo

Exemplo: Resultados do paciente DEM

Proteinas Totais - 6,87 g/dL

Leitura do sobrenadante - 0,80 mcgZn/mL

Leitura do zinco plasmatico - 0,85 mcg Zn/mL->

Entdo em 0,5 mL plasma temos - 0,425 mcgZn

Sistema da CLPPZn - 0,5plasma ------------------------4 » 0,425 mcgZn

/0,5 solugéo padrao 10 mcg Zn/mL > 5,00 mcgZn
4,0 mL agua ultrapura

85 mg COsMg*?

~ Total de Zn do sistema - 5,425 mcgZn
RECUPERADO DO SOBRENADANTE

0,80 mcgZn/mL x 5 > 4,00 mcg Zn

N

0,5 mL plasma + 0,5 mL padrao + 4,0 mL agua




48

TOTAL DE ZINCO LIGADO

Total de Zn do Sistema — Zn Recuperado > 5,425 -4,00 = 1,425 mcgZn

Portanto...

5 mcgZn adicionado — 1,425 mcgZn quelado =
3,575 mcgZn ligado a proteina em 0,5 mL plasma

3,575 mcgZn/0,5mL plasma = 7,15 mcgZn/mL plasma (x100) = 715 mcgZn/dL
plasma
715 mcgZn/dL plasma + 6,87 g/dL Proteinas Totais —=> 104,07 mcgZn/g

proteina plasmatica

indice de Saturacéo
De acordo com formula proposta por Arcasoy et al. (2001):

%IS = (Zinco Plasmatico / CLPPZ) x 100
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