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RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) é uma doenca multifatorial, cujas alteracdes
fisiopatologicas podem comprometer o status de zinco. O objetivo deste estudo foi
avaliar os biomarcadores do status de zinco e as associa¢cdes com fatores de risco
cardiometabolicos em individuos com SM. Trata-se de um estudo tipo caso-controle,
desenvolvido com 88 adultos e idosos com SM, caracterizados segundo 0s critérios
do National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel Ill (NCEP/ATP-
1), e 37 individuos sem SM ou outra condi¢éo clinica com influéncia nos parametros
de zinco. Foram realizadas avaliagcdes clinicas, antropométricas, perfil lipidico,
glicémico e inflamatorio. Verificou-se a ingestéo de zinco, concentracdes de zinco no
plasma e eritrécito, bem como a excrecdo de zinco na urina, pelo método de
espectrofotometria de absorgcéo atdbmica. Diferencgas entre os grupos foram avaliadas
por modelos de regressao. Correlagbes foram identificadas pelo coeficiente de
Pearson (r). A idade média dos participantes foi de 50 (11) anos e 44 (11) anos para
0 grupo de pacientes com SM e controles, respectivamente. A média da ingestao
caldrica diaria foi significativamente maior para os pacientes com SM (p = 0,003), e a
ingestdo dietética de ambos 0s grupos caracterizou-se como hiperproteica,
normoglicidica e normolipidica. O consumo médio de zinco foi significantemente
menor no grupo SM comparado com o controle (6,57(1,64) mg/dia vs 9,37(2,41)
mg/dia; p<0,001). Nao foram observadas diferencas significativas nas concentracdes
de zinco no plasma (88,81(18,28) ug/dL vs 87,82(17,44) pg/dL; p>0,05). Identificou-
se concentragbes significantemente maiores de zinco no eritrécito no grupo SM
(47,47(8,29) pg/gHb vs 41,43(7,37) ng/gHb; p<0,001), independente dos ajustes por
covariaveis. A excrecdo de zinco na urina foi significantemente maior no grupo SM
(554,80(291,00-787,60) ug/24h vs 375,40(197,60-597,50) ug/24h; p=0,008), e os
ajustes por idade e sexo explicaram 21% das diferencas (R?=0,21; p<0,001). No
grupo SM foram constatadas associacdes significativas entre zincuria e a glicemia
de jejum (r=0,479), circunferéncia da cintura (r=0,253), triglicerideos (r=0,360),
hemoglobina glicada (HbAlc) (r=0,250), Homeostasis model assessment — insulin
resistance (HOMA-IR) (r=0,223) e proteina C reativa ultra-sensivel (PCR-us)
(r=0,427) (todos p<0,05). Na SM observamos inadequacdes na ingestdo de zinco e
confirmamos comprometimento no status de zinco, caracterizadas por aumento do

zinco no eritrécito e maior zincdria, embora as concentragdes de zinco no plasma



estejam dentro dos valores de referéncia. Alteracdes dos fatores de risco

cardiometabolicos influenciam na zincuria de pacientes com SM.

Palavras-chave: sindrome metabdlica, zinco, biomarcadores,ingestao dietética de

zinco, fatores de risco.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is a multifactorial disease whose
pathophysiological alterations might compromise zinc status. The aim of this study
was to evaluate zinc status biomarkers and their associations with cardiometabolic
risk factors in individuals with MS. This is a study case-control, developed with 88
adults and elderly with SM, according to the National Cholesterol Education Program
- Adult Treatment Panel 1ll (NCEP / ATP-IIl), and 37 individuals without MS or other
clinical condition with influence on zinc status. Clinical and anthropometric
assessments were performed and lipid, glycemic, and inflammatory profiles were
also obtained. It was evaluated zinc intake, plasma zinc, erythrocyte zinc, and urinary
zinc excretion levels, by atomic absorption spectrophotometry. Differences between
groups were evaluated by regression models. Correlations were identified by
Pearson coefficient (r). The average age of participants was 50 (11) years and 44
(11) years for the group of patients with MS and controls, respectively. The average
energy intake was significantly higher in patients with MS (p = 0.003) and dietary
intake in both groups was characterized as high percentage of protein intake, and a
proper percentage of carbohydrate and fat intake. Zinc intake average was
significantly lower in MS group compared with control group (6.57 (1.64) mg/day vs
9.37 (2.41) mg/day; p < 0,001). No significant differences were observed in plasma
zinc levels (88.81(18.28) ug/dL vs 87.82(17.44) ug/dL; p > 0.05). It was found
significantly higher erythrocyte zinc levels in the MS group (47.47(8.29) pg/gHb vs
41.43(7.37) pg/gHb;p < 0.001) independent from co-variable adjustments. Urinary
zinc excretion level was significantly higher in the MS group (554.80(291.00-787.60)
ng/24h vs 375.40(197.60-597.50) ug/24h; p = 0.008), and adjustments for age and
sex explained 21% of the difference, (R? = 0.21, p < 0.001). SM group were found
significant associations between zincuria and fasting blood glucose level (r = 0.479),
waist circumference (r = 0.253), triglyceride levels (r = 0.360), glycated hemoglobin
(HbAlc) levels (r = 0.250), homeostatic model assessment - insulin resistance
(HOMA-IR) (r = 0.223) and high-sensitivity C-reactive protein levels (hs-PCR) (r
=0.427) (all p <0.05). In SM we confirmed inadequacies in zinc intake and confirmed
impairments in zinc status, characterized by increasing the erythrocytes zinc and

higher zincuria, although plasma zinc levels were within the reference values. plasm



zinc levels into references values. Alterations in cardiometabolic risk factors influence

zincuria in patients with MS.

Key words: metabolic syndrome, zinc, biomarkers, zinc intake, risk factors.
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é um transtorno complexo que envolve um
conjunto de fatores de risco cardiovascular, cujas principais alteracbes sao a
intolerdncia a glicose, a adiposidade abdominal, a hipertensédo arterial (HAS) e a
dislipidemia aterogénica®?. A prevaléncia de SM e dos fatores associados tem sido
estudada em algumas populacdes, destacando que em paises latino-americanos,
incluindo o Brasil, a prevaléncia é de 24,9%?.

Na fisiopatologia da SM, a resisténcia a insulina parece explicar grande
parte dos problemas que acontecem no individuo com SM*. Essa condic&o clinica é
caracterizada por transtornos na secrecao e sinalizacdo do receptor da insulina e no
metabolismo lipidico, resultando em hipertrigliceridemia e baixo HDL-c. Além disso,
0 acumulo de gordura visceral favorece o processo inflamatério, potencializando a
resisténcia a insulina®, o aumento do estresse oxidativo e comprometimento da
vasodilatacao, contribuindo para a ativacdo da aterogénese, aumentando 0s riscos
para o surgimento das doencas cardiovasculares (DCV)"®.

A SM apresenta etiologia multifatorial, em que estdo envolvidos fatores
genéticos, metabdlicos e ambientais, tendo como principais fatores de risco o
sedentarismo, a obesidade e a ingestdo alimentar inadequada®. Assim, a dieta
apresenta relevancia no acometimento da doenca, considerando as relacdes de
alguns nutrientes com o desenvolvimento de alteracfes fisiopatolégicas associadas
a SM, como por exemplo a ingestdo insuficiente de fibras, acidos graxos mono e
poliinsaturados, célcio, vitamina D e minerais antioxidantes, bem como a alta
ingestéo de &cidos graxos saturados, aclcar refinado e sodio® .

Dentro desse contexto, as inadequacdes na ingestdo de zinco também
parecem favorecer a ocorréncia de SM ou seus componentes'?*®. Este mineral
apresenta estreita relacdo com os fatores de risco cardiometabdlicos envolvidos na
SM, uma vez que o zinco exerce funcdes na promocao da lipogénese, no transporte

14,15

de glicose nas células, sintese e secrecdo de insulina ™, na atividade de enzimas

1
| 6

gue regulam a pressao arterial™, no controle do processo inflamatorio e do estresse

oxidativo, bem como, na regulagéo génica e na homeostase cardiovascular'’2°.

No entanto, os estudos que abordam a avaliacdo do status de zinco em
pacientes com SM sdo escassos e os resultados tém sido controversos® 2.

Adicionalmente, existem lacunas na literatura sobre estudos que explorem a
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ingestdo de zinco na dieta concomitante a outros biomarcadores bioquimicos.
Majoritariamente, os estudos consideram o zinco no plasma ou soro”*como
biomarcador do status de zinco, e pouco exploram 0 zinco na urina e 0s
biomarcadores celulares, como o zinco no eritrocito®’ 2,

Diante da relevancia que o0 zinco exerce em varios aspectos
fisiopatolégicos da SM e os fatores associados, explorar o papel deste mineral em
pacientes adultos e idosos com SM trard informacdes importantes sobre o
comportamento do zinco no contexto dos pacientes atendidos em uma unidade
ambulatorial de endocrinologia referéncia do estado de Rio Grande do Norte. Essas
informacdes subsidiardo condutas clinico-nutricionais, no sentido de corrigir
possiveis inadequacfes desse mineral, contribuindo para a prevencdo de

complicacBes da SM decorrentes do desequilibrio na homeostase do zinco.
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2. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O zinco desperta interesse no estudo das suas relacbes com a SM, pois
apresenta papel estrutural, catalitico e regulatorio em diversas proteinas, envolvidas
no controle de mecanismos fisiopatolégicos relacionados a essa doenca'®>®?%3!,
Estudos demonstram associacées entre o zinco e 0s componentes da SM, em

32,33 1?22 e obesidade abdominal®®%,

especial glicemia de jejum®°°, pressao arteria
Adicionalmente, autores demonstram que guanto maior o0 niumero de componentes
da SM, menor a concentracdo de zinco no plasma?*.

A possibilidade de inadequacdo na ingestdo dietética em pacientes com
SM é iminente, gerando incertezas sobre as repercussdes no status do mineral
neste grupo de pacientes. Inadequacdes na ingestédo de zinco foram verificadas em
um estudo anterior realizado com pacientes com SM do Estado do Rio Grande do
Norte, registrando-se 34,8% de prevaléncia de inadequacdo de zinco para 0 sexo
feminino e 75,5% para o sexo masculino®>.

Existem lacunas na literatura sobre estudos que explorem a ingestdo de
zinco na dieta concomitante a outros biomarcadores bioguimicos. Majoritariamente,
os estudos utilizam o zinco no plasma como biomarcador do status de zinco, e
pouco exploram o zinco na urina e os biomarcadores celulares?*?®. Considerando
gue ndo ha estoque de zinco no organismo e que a regulacdo homeostatica desse
mineral é complexa, envolvendo mecanismos de regulacdo do turnover celular®,
autores sugerem que investigar o status desse micronutriente, por meio de um
marcador isolado pode afetar a conclusdo ou a generalizacdo sobre resultados
especificos®. Portanto, de acordo com os resultados inconclusivos sobre o status de
zinco, especialmente em populagdes clinicas, como em pacientes com SM, autores
sugerem que os biomarcadores celulares, além dos potenciais, como a excre¢ao de
zinco na urina, podem ser recomendados como novos alvos, e juntamente com o
zinco no plasma e a ingestéo dietética, podem fornecer informa¢cdes mais fidedignas
sobre o status de zinco desses individuos?’*’.

Diante do exposto, buscando elucidar o status de zinco e compreender as
relacbes do mineral com os fatores cardiometabdlicos da SM, esse estudo foi
desenvolvido no sentido de fundamentar estratégias para auxiliar na prevencao de
complicagbes decorrentes do desequilibrio na homeostase do zinco, as quais

potencializardo o risco para o desenvolvimento das DCV em pacientes com SM.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os biomarcadores do status de zinco e as associacdes com fatores de

risco cardiometabdlicos em individuos com SM.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o estado nutricional antropométrico, perfil metabdlico e a ingestédo de

energia, macronutrientes, fibra e zinco dos individuos estudados;

- Observar a frequéncia dos fenétipos que caracterizaram o diagnéstico da
SM;

- Determinar a concentracdo de zinco no plasma, no eritrcito e a excre¢ao de

zinco na urina de individuos com SM e controles.



19

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. SINDROME METABOLICA

A SM é uma doenca multifatorial cujas altera¢des incluem fatores de risco
metabolicos que parecem ter efeito direto sobre a doenca aterosclerética. Os
principais fatores reconhecidos séo a dislipidemia aterogénica, a hipertensao arterial,
a intolerancia a glicose e as manifestacbes consequentes de estados pro-
inflamatério e pro-trombético®. Ainda ndo existe um consenso na literatura sobre os
critérios para o diagnostico da SM. A maioria considera a presenca de hipertensao
arterial ou uso de anti-hipertensivos, hipertrigliceridemia, diminuicdo das
concentracdes de HDL-c, hiperglicemia ou uso de hipoglicemiantes orais e aumento
da circunferéncia da cintura™*®.

De acordo com o NCEP-ATP I11*°,para o diagnéstico da doenca deve ser
identificada a presenca de trés ou mais dos seguintes componentes: circunferéncia
da cintura maior que 102 cm para homens e maior que 88 cm para mulheres;
concentracbes de triglicerideos igual ou maior que 150 mg/dL, concentracdo de
HDL-c menor que 40mg/dL em homens e 50 mg/dL em mulheres, presséo arterial
sistdlica maior ou igual a 130 mmHg ou diastélica maior ou igual a 85 mmHg e
glicemia de jejum maior ou igual a 110mg/dL. O ponto de corte para a glicemia de
jejum foi posteriormente atualizado conforme a recomendacdo da Associacao
Americana de Diabetes (American Diabetes Association, ADA), que definiu
normoglicemia quando a glicemia de jejum for menor que 100mg/dL. Essa
modificacdo foi realizada com a finalidade de prevenir de maneira eficaz as
complicacdes micro e macrovasculares do diabetes mellitus (DM)*.

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes*’, em 2007, cerca de
25% da populagcdo mundial tinha o diagnostico de SM. Em um estudo realizado nos
Estados Unidos, foi observado que houve uma reducdo da prevaléncia de SM na
populacdo adulta, de 25,5% em 1999, para 22,9% em 2010, contudo, ocorreu
aumento dos componentes da SM, tais como, a glicemia de jejum e a circunferéncia
da cintura, 7,0% e 10,7%, respectivamente**. Em paises latino-americanos foi
observado que a prevaléncia geral de SM é de 24,9% em populacdes estudadas de
Porto Rico, Chile, Colédmbia, Peru, Venezuela, México e Brasil, apresentando-se

mais frequente nas mulheres e em pessoas com mais de 50 anos de idade®.
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No Brasil, dados do estudo de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Crénicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), realizado em 2007 com
54.251 adultos brasileiros, indicaram que a SM atingiu 14,2% da populacéo
estudada**. Comparando as informacées do VIGITEL coletados nos anos de 2006 e
2014, observou-se um aumento no percentual das doencas relacionadas com a SM
na populagéo adulta das capitais brasileiras e Distrito Federal, com destaque para a
obesidade (11,8% para 17,9%), DM (5,5% para 8,0%) e hipertenséo arterial (21,6%
para 24,8%)**®. Em uma revisdo sistematica publicada no ano de 2013 sobre a
prevaléncia de SM em diferentes regides do Brasil foi observado que esta doenca
acometeu 29,8% da populacéo urbana e 20,1% da rural®’.

Considerando os aspectos fisiopatoldgicos da SM, observa-se que o
aumento da gordura visceral esta relacionado com diversos problemas metabdlicos
caracteristicos desta sindrome, como a resisténcia a insulina. Diante do acimulo da
gordura visceral, o tecido adiposo libera quantidades abundantes de &cidos graxos
livres para a corrente sanguinea, levando a sintese excessiva de triglicerideos pelo
figado, culminando na resisténcia muscular e hepatica a insulina®.

O aumento da gordura visceral, também contribui para a inflamacéo
observada na SM, potencializando a resisténcia a insulina. Nesta situacdo, ocorre
reducdo da producdo de alguns fatores sintetizados pelos adipdcitos devido a
infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo. A interacdo dos macrofagos com os
adipécitos leva a liberacdo aumentada das concentracdes circulantes de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1B e IL-6) e adipocitocinas. Esse aumento de mediadores
inflamatorios pode reduzir a secrecéo de insulina e levar a apoptose de células beta,
favorecendo a progressdo do DM tipo 2“8,

A hiperglicemia crénica caracteristica da SM favorece a geracdo de
espécies reativas ao oxigénio (ERO), resultando em estresse oxidativo nas células
beta do pancreas. Essas células tém baixa atividade de defesa, por meio de enzimas
antioxidantes, tais como superoxido dismutase (SOD), catalase, e glutationa
peroxidase (GPx), se comparadas com outros tecidos, e isso contribui para a acao
das ERO, potencializando o estado hiperglicémico®.

Com a sinalizacdo da insulina diminuida, uma série de reacdes
metabdlicas € desencadeada, contribuindo para a progressdo de DCV como, por

exemplo, aumento da producao de coldgeno pelo muasculo liso vascular e diminuigdo
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da producdo de éxido nitrico, um potente vasodilatador, resultando em disfungéo
endotelial e ativacdo de maltiplas vias envolvidas na aterogénese.

A SM tem etiologia multifatorial, em que coexistem interacdes entre
fatores genéticos, metabdlicos e/ou ambientais®>. Dentre os fatores ambientais, a
dieta tem fundamental importancia, uma vez que seus componentes influenciam
diretamente a doenca, sejam como fatores de protecdo ou como fatores de risco>".
Neste sentido, estudos tém investigado o papel de alguns nutrientes nas diversas
vias fisiopatoldgicas relacionadas & SM>*>, com destaque para o zinco, seja pela sua
relacdo como agente antiinflamatério e antioxidante®?, na protecdo celular ou na

participagdo de reagdes enzimaticas™ >,

4.2. ZINCO

O zinco € um elemento traco essencial envolvido em diversas fun¢gbes no
organismo e distribuido em varios tecidos do corpo, principalmente ossos, masculos,
figado e pele®®. As principais fontes alimentares desse micronutriente sdo 0s
alimentos de origem animal, como ostras, mariscos, peixes, ovos, figado, miudos e
carnes vermelhas. Por outro lado, os alimentos contendo altos teores de
carboidratos possuem um menor conteido de zinco™. A recomendacédo dietética
diaria (Recommended Dietary Allowance, RDA) de zinco para adultos na faixa de
idade entre 19 a 70 anos € de 8mg/dia para as mulheres e 11mg/dia para os
homens. Os niveis superiores toleraveis de ingestédo (Tolerable Upper Intake Level,
UL) s&o de 40mg/dia™.

A ingestdo inadequada de zinco, ou os fatores que interferem na sua
absorcdo ou biodisponibilidade, pode levar ao estado de deficiéncia desse mineral,
acarretando perda de apetite, anosmia, lesdes na pele e, ainda, alteracbes do
sistema imune?’. Muitas doencas tém relacdo com a deficiéncia de zinco, sejam elas
neurolégica, hepética, doenca do sistema cardiovascular e alteracbes endocrino-
metabdlicas®.

Em relacdo aos aspectos metabdlicos do zinco, sabe-se que a absorcéo
ocorre no intestino delgado (duodeno e jejuno) e, posteriormente, € distribuido para

os tecidos periféricos>°°.

Tanto a absor¢do pelas células intestinais como a
distribuicdo para os demais tecidos sdo mediadas por proteinas transportadoras de

zinco que fazem parte de duas familias de genes, a Solute Carrier Family (SLC30A),
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sendo mais comumente referidas como ZnT ou CDF (Cation Diffusion Facilitatior); e
a Solute Carrier Family (SLC39A) ou Zrt-Irt-like protein (ZIP). Essas proteinas
funcionam coordenadamente para a mobilizacdo do mineral através da membrana
celular ou das organelas. As ZIPs fazem o transporte do zinco para dentro do citosol
e as ZnTs sdo responsaveis pelo efluxo do zinco do citosol. S&o conhecidos 14
transportadores na familia ZIP e 10 na familia ZnT** (Figura 1).

Figura 1: Localizac&o celular e dire¢éo dos transportadores de zinco, ZnT
(setas verdes) e ZIP (setas vermelhas). ER, Reticulo endoplasmatico. Figura
adaptada de Kambe et al.>®.
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Além das proteinas de transporte, a homeostase do zinco é mediada pela
metalotioneina (MT), principal proteina de ligagdo deste mineral, que desempenha
um papel regulador importante na absor¢cdo, armazenamento, liberagcdo e
distribuicdo do mineral**. A MT é uma proteina de baixo peso molecular, rica em
cisteina, que apresenta forte afinidade com o zinco, ligando-se ao mineral e
promovendo sua detoxificacdo, protegendo, assim, contra danos oxidativos e
suprimindo a morte celular por apoptose®. Em situacOes de baixa quantidade de
zinco disponivel no organismo e da solicitagcdo deste mineral para incorporacdo nas
proteinas zinco-dependentes, ocorre a liberagdo do zinco da MT, como parte do
controle homeostéatico. Nesta condicdo, a oscilacdo da concentracdo de zinco no
plasma deve a redistribuicdo do plasma para o figado, de acordo com o aumento da
sintese hepatica de MT, ativada por interleucinas e glicocorticéides®’.
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As fungBes bioquimicas do zinco séo reflexo do papel estrutural, catalitico
e regulatério desse mineral. E um componente construtivo de muitas enzimas ou
proteinas importantes, como as conhecidas “zinc fingers protein” (dedos de zinco),
responsavel pela estabilidade da estrutura dessas proteinas®, ligando-se em um
complexo tetraédrico a quatro cisteinas ou, em alguns casos, a histidina?’. Esse
mineral estd diretamente envolvido na catdlise de reacdes enziméticas que
controlam diferentes processos celulares, incluindo transducédo de sinal, transcricao,
divisdo, diferenciacdo, proliferacdo e adesao celular. Além de estar envolvido na
atividade de enzimas que controlam processos de sintese de DNA, o zinco, regula a
expressao génica, por ser um componente basico que estimula a transcri¢cdo, ao se
ligar ao fator de transcricdo metal responsivo 1 (metal-response element-binding
transcription factor-1, MTF-1). Quando as concentracdes celulares de zinco
aumentam, o MTF-1 desempenha um papel central na homeostase do mineral,
aumentando a transcricdo de um grande numero de genes. Além disso, muitos
mecanismos de reparo de DNA sdo mediados por zinco?’°.

O zinco apresenta funcdo antioxidante por meio dos seguintes
mecanismos: (1) inibicdo da ag¢do da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH)®*’; (2) competicéo
com ferro e cobre pelos sitios de ligacdo da membrana das células®®; (3) cofator
para a enzima antioxidante SOD; (4) inducdo da geracdo de MT. Em geral, zinco é
capaz de se ligar aos grupos sulfidrila de varias moléculas, protegendo-as contra a
oxidag&o.

Esse micronutriente apresenta funcdes no sistema imune. O zinco e a MT
afetam o desenvolvimento, a maturacéo e a funcéo de células natural killer, inibem a
ativacdo do fator nuclear Kappa B, influenciam processos de fagocitose dos
macrofagos e neutrofilos. Na resposta imune adaptativa, 0 zinco atua tanto na
imunidade humoral (linfocitos B), como na mediada por células (linfécitos T). As
células B sdo dependentes de zinco para sua proliferacdo, enquanto que as células
T, para sua diferenciacdo, dependem do hormoénio timulina, secretado por células
epiteliais do timo, que requer o mineral como um cofator. A timulina existe no plasma
de duas formas, uma forma ativa ligada a zinco e uma forma inativa sem o
mineral®®3%°2,

O zinco tem um mecanismo homeostético altamente eficaz e, diferente de

outros micronutrientes, ndo € armazenado no organismo. A avaliacdo do status
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desse mineral é feita por meio de marcadores que controlam a homeostase, tais
como a ingestao dietética, concentracdes no plasma, no eritrocito e na urina. O zinco
no plasma normalmente € o biomarcador mais utilizado, pois € sensivel para
detectar deficiéncia grave, com limitacBes para identificar a deficiéncia marginal. Em
algumas situagbes os valores dentro da faixa de referéncia podem néao refletir com
seguranca os estoques corporeos, atribuidos as flutuacbes de cerca de 20% que
ocorrem durante o dia, além de alteracbes decorrentes de infeccdo aguda,
inflamacé&o, cirrose, hipoalbuminemia, gravidez e uso de contraceptivos®’. Assim,
autores sugerem que a avaliagdo em conjunto de biomarcadores de nutrientes
devem ser utilizadas, a fim de expandir a compreensdo do papel do nutriente no
organismo®.

Em situacbes normais, quando ha baixa ingestdo de zinco ou as
concentragbes corporeas encontram-se reduzidas, as perdas através do trato
gastrointestinal e rins sdo reguladas para manter as concentragcdes dentro da faixa
de referéncia®’®’. Contudo, em situacdes que alteram o controle metabdlico do
zinco, como por exemplo, na SM, pode haver comprometimento do sistema
homeostatico do mineral®>.

4.3. RELAQAO DO ZINCO COM FATORES DE RISCO CARDIOMETABOLICOS
E SM

Conforme descrito anteriormente, o zinco desempenha funcdes bioldgicas
relacionadas aos mecanismos fisiopatologicos da SM, porém a relacdo do status de
zinco com os fatores de risco cardiometabdlicos que envolvem a SM isoladamente
parece ser melhor registrado na literatura. Estudos confirmam uma associacao

inversa das concentragfes de zinco com a resisténcia a insulina ou glicemia de

jejum®*3, com a pressédo arterial**?*, com a circunferéncia da cintura®*3*

22,23

€ com oS

triglicerideos“~“>. Quanto ao HDL-c, os achados ndo apresentam associacoes

significativas com o zinco no soro?*2>>°

, N0 entanto, encontrou-se uma associagao
positiva entre HDL-c e o zinco no cabelo®.

Os mecanismos que explicam a relacdo do zinco com a resisténcia a
insulina e o DM referem-se a influéncia desse mineral na promocao da lipogénese,

transporte de glicose nas células'® e, principalmente, a participacdo do mineral na
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sintese, armazenamento e secrecdo de insulina’®. A maior quantidade de zinco
encontra-se nos granulos de secrecgdo de insulina, formando uma rede cristalina de
hexameros insoluveis na qual seis moléculas de insulina sdo complexadas com dois
ions Zn**®. Parte do pool de fons zinco da célula beta é co-secretado com a insulina
apos a estimulacdo com glicose. Imediatamente apds a secre¢do, a estrutura de
hexamero se dissocia em mondmero ativo de insulina e ions zinco, provavelmente
causada por uma combinacdo de uma rapida reducdo da pressdo desses ions e a
variacdo do pH de 5,5 para 7,4™. A super secrecdo de insulina pode esgotar o
contetido de zinco nas células beta®, podendo também contribuir para a apoptose
dessas células™.

Outro mecanismo que envolve a participacdo do zinco na secrecdo de
insulina diz respeito ao ZnT8, que € expresso predominantemente nas células beta

do pancreas. De acordo com Davidson et al.®

, polimorfismos no gene SLC30AS,
que codifica ZnT8, estado associados ao risco de diabetes tipo 2. A alta expressao de
ZnT8 em células do tipo INS-1 melhora a secrecdo de insulina estimulada pela
glicose e a baixa regulacdo de ZnT8 parece reduzir o conteddo e a secre¢do de
insulina, em resposta a um estimulo hiperglicémico'®. Além do ZnT8, outros
transportadores de zinco podem estar envolvidos em processos de sinalizagédo de
insulina e controle glicémico, reforcando a participacdo do mineral na secrecao
desse hormonio e homeostase da glicose®®. Estudos confirmam menores
concentracfes plasmaticas de zinco em pacientes com diabetes tipo 2 ou resisténcia
a insulina®#%,

Quanto a relacdo do zinco com a regulacdo da presséo arterial, observa-
se que o papel desse mineral € multinivel. Sugere-se que na primeira fase da
hipertensdo as alteragbes no metabolismo do zinco sdo de natureza
compensatorias, tentando diminuir a pressao arteria. Com o tempo, essa
compensacao pode resultar na perda de homeostase do mineral, 0 que torna parte

do mecanismo que promove o aumento da pressao arterial®®.

Na hipertensdo arterial, a baixa concentracdo de zinco no soro € um
mecanismo fisiologico para reduzir a pressao arterial, uma vez que suprime a
atividade de enzimas envolvidas na vasoconstriccdo: a enzima conversora de
angiotensina (ECA), a enzima conversora da endotelina e a endopeptidase neutra,
todas metalopeptidases dependentes de zinco. Por outro lado, o excesso de zinco

intracelular pode ativar o sistema renina angiotensina devido ao aumento do pH do
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citoplasma, consequente do aumento da atividade da metaloenzima anidrase
carbdnica. Além disso, a baixa concentragcdo de zinco extracelular favorece o
aumento da tensdo na parede arterial devido ao acumulo de calcio intracelular,
causados tanto pelo bloqueio dos canais de calcio, como pela liberacdo de calcio
dos reticulos sarcoplasmaético para dentro do citoplasma™®. As alteracées patolégicas
na homeostase de zinco levam a liberacdo inadequada de calcio, conforme
observado em certas anormalidades cardiacas, incluindo insuficiéncia cardiaca e
arritmias®®.

Um dado que reforca a participagdo do zinco no controle da pressao
arterial, é o fato do zinco atuar como um co-fator de 6xido nitrico sintase (nitric oxide
synthase, NOS), uma metaloenzima envolvida na regulacdo da pressao arterial e
funcdo cardiovascular. A NOS catalisa a geracdo de Oxido nitrico, um fator
importante na regulagcdo do fluxo de sangue, presséao arterial, taxa de filtracao
glomerular, soédio e excrecdo renal de agua, contratilidade miocardica e frequéncia
cardiaca. Na deficiéncia de zinco, a geracdo e a acdo do Oxido nitrico estardo
comprometidas, havendo um aumento na vasoconstriccdo e, por conseguinte,
aumento da pressdo sanguinea, fator de risco conhecido para SM. Ademais, 0
aumento de radicais livres nas paredes dos vasos diminui a acdo do 6xido nitrico®’.

Além da propria fisiopatologia da hipertenséo arterial envolver alteragbes
na homeostase do zinco, os farmacos utilizados para o tratamento de portadores de
hipertensédo também interferem no equilibrio desse mineral. Em um estudo realizado
com pacientes portadores de hipertensdo arterial, constatou-se que a classe dos
diuréticos, dos inibidores de ECA e dos inibidores de angiotensina Il estiveram
relacionados com o aumento da perda urinaria de zinco, bem como observou-se
reducdo da concentracao de zinco no plasma no grupo de pacientes estudados. Os
efeitos da classe de beta blogueadores sob o zinco ndo é bem esclarecido e os
bloqueadores dos canais de calcio ndo pareceram ter efeito significativo sobre a
homeostase do mineral®®.

Um ponto importante da fisiopatologia da SM é o acumulo da gordura
abdominal, que repercute em alteracdes no perfil inflamatério e estresse oxidativo e,
consequentemente, na homeostase do zinco. Sendo assim, achados clinicos
sugerem que o metabolismo do zinco pode ser afetado pela influéncia do cortisol em

66
|

individuos com acumulo de gordura abdominal®™. A presenca de estresse oxidativo e

inflamacé&o cronica afeta a sintese de glicocorticoides, e este, por sua vez, induz a
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expressdo de metalotioneina, interferindo no metabolismo do zinco®’. A producéo de
citocinas pro-inflamatorias, a IL-6, por exemplo, pode promover um aumento na

expressdo do gene do transportador de zinco, ZIP14%. Noh et al.®

afirmaram que a
expressao de uma série de transportadores de zinco, ZnT4, ZnT5, ZnT7, ZnT9, Zipl
e Zip6, é inversamente associada com marcadores inflamatorios caracteristicos da
SM, como a proteina C reativa e o fator de necrose tumoral.

Na SM, além de todos os fatores de risco cardiometabdlicos ja descritos,
alteracdes no perfil lipidico também parecem influenciar o metabolismo do zinco. Um
estudo de metandlise demonstrou que a suplementacdo de zinco tem efeito
favoravel nos parametros lipidicos do plasma. De maneira geral, a suplementacdo
do zinco reduziu significativamente triglicerideos, colesterol total e lipoproteina de
baixa densidade (low density lipoprotein, LDL-c). Os resultados para HDL-c
apresentam comportamento diferente, a depender da populacdo estudada’.

Diante das consideracdes apresentadas, identifica-se que os fatores
cardiometabolicos que envolvem a SM apresentam relacdo com o metabolismo do
zinco, de forma isolada ou conjuntamente. A literatura registra concentracbes de
zinco no cabelo significativamente menores em adultos coreanos com SM em
comparacdo aos controles, embora ndo tenha sido registrada associacdo
significativa com nenhum dos componentes da SM%'. Maiores concentracdes de
zinco no soro foram positivamente associadas com o diagnostico de SM em homens,
enquanto que uma associacdo negativa foi observada no grupo de mulheres,
sugerindo um efeito protetor do zinco contra a SM no sexo feminino?.

Por outro lado, foram encontradas concentragcbes de zinco no soro
significativamente maiores em poloneses com SM em comparagdo com grupo
controle®. Outra investigacdo ndo confirmou associacdo significativa entre as
concentracdes de zinco no soro e a prevaléncia da SM em uma populacao coreana,
bem como néo houve diferencas significativas entre as concentracdes de zinco de
participantes com e sem SM?,

Dessa forma, o status de mineral pode variar, dependendo de quais e
guantos sdo os fatores de risco metabdlicos presentes no diagnéstico do individuo,
explicando em parte as divergéncias sobre o status de zinco em pacientes com SM.
Essa informacdo é reforcada por Seo et al.?*, quando ao estudar as relages do

zinco em pacientes com SM, observaram que quanto maior o numero de
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componentespresente no diagndstico da doenga, menor a concentracao de zinco no
plasma, ressaltando a importancia de se avaliar o fenétipo dos individuos com SM.
Reforca-se, portanto, a importancia de se estudar o status de zinco,
considerando diferentes biomarcadores, dentro com contexto da SM e fatores de
risco cardiometabdlicos associados. Essas informacdes auxiliardo conduta clinico-
nutricionais cuja finalidade seja a prevencéo de complicagdes da SM decorrentes do

desequilibrio na homeostase do zinco.
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5. METODOLOGIA

5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO E CARACTERIZACAO DA POPULACAO

O estudo realizado foi do tipo longitudinal, caso-controle ndo pareado,
desenvolvido com pacientes adultos e idosos, portadores de SM, de ambos os
sexos, selecionados no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital Universitario
Onofre Lopes (HUOL), referéncia no estado do Rio Grande do Norte, e no
Ambulatério do Departamento de Nutricdo, Campus Central, da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Os participantes foram selecionados
obedecendo ao fluxo normal de atendimento do Ambulatério no periodo de margo de
2015 a fevereiro de 2016 e foram submetidos a uma avaliacao clinica realizada por
meédico endocrinologista participante da pesquisa.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUOL (CEP-
HUOL), conforme determinado pelo Conselho Nacional de Saude - Resolucdo n°
466/2012 (CAAE 38566914.5.0000.5292). O parecer consubstanciado do CEP-
HUOL encontra-se no Anexo 1. Todos os participantes, apoés leitura e compreensao,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

No grupo caso, foram incluidos os individuos de ambos os sexos, com
idade acima de 20 anos, diagnosticados como portadores de SM segundo critérios
do NCEP-ATP I3, que incluem a presenca de pelo menos trés das seguintes
alteracdes: circunferéncia da cintura >102 cm em homens e >88 cm em mulheres;
triglicerideos 2150 mg/dL; HDL Colesterol <40 mg/dL em homens e <50 mg/dL em
mulheres; pressao arterial 2130 mmHg ou 285 mmHg e glicemia de jejum =110
mg/dL. O ponto de corte de glicemia de jejum foi ajustado segundo a ADA®,
considerando valores alterados acima de 100mg/dL.

Neste grupo nao foram incluidos pacientes com DM tipo 1, DM tipo 2 com
uso de insulina, uso de glicocorticoides nos ultimos 3 meses, alteracbes da funcao
renal e hepéatica (valores trés vezes acima da faixa de referéncia das
transaminases), insuficiéncia cardiaca descompensada, estado de gravidez ou
lactacdo, uso de suplemento de vitaminico-mineral. Considerando a necessidade da

coleta de informacdes referentes ao consumo alimentar por meio do Recordatorio de
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24 horas, ndo foram incluidos no estudo pessoas com problemas de memaria ou de
doenca mental.

No grupo controle foram selecionados participantes de ambos 0s sexos,
idade superior a 20 anos, que apresentaram circunferéncia da cintura <102 cm em
homens e <88 cm em mulheres, sem diagndstico de hipertenséo arterial e sem uso
de medicamento anti-hipertensivo, sem resisténcia a insulina, DM tipo 2 e sem uso
de hipoglicemiante. Foram considerados como critérios de exclusdo os mesmos
definidos para o grupo de pacientes com SM.

Ao longo do periodo da coleta de dados, foram consultados 875
prontuarios, dentre estes, 119 eram de pessoas que atendiam critérios para
diagnoéstico de SM. Dos 119 individuos eleitos para participar do estudo no grupo de
pacientes com SM, 26 ndo compareceram ao atendimento clinico e 5 se recusaram
a participar da pesquisa, caracterizando 26% de perdas e um total de 88
participantes no grupo caso. Para a formag&o do grupo controle, foram avaliados
253 individuos, porém, 37 atenderam os critérios de inclusdo especificos para este
grupo (Figura 2).

Devido a essa baixa taxa de recrutamento (125 individuos, 88 com SM e
37 controles), o estudo apresentou um poder estatistico de 20,5% para detectar uma
diferenca de 4ug/dL (ou mais) nas concentracbes de zinco no plasma entre os
grupos, com base em uma estimativa mais apurada do desvio-padrao populacional

(18 pg/dL), um nivel alfa de 5% e um desenho de caso-controle ndo pareado.



31

Figura 2. Fluxograma de recrutamento de participantes do estudo.
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Os individuos que aceitaram formalmente participar do estudo na primeira
visita ambulatorial responderam a um formulario contendo informacdes pessoais e
de saude, sendo realizado o atendimento clinico, com a solicitagcdo dos exames
bioguimicos. Em seguida, foram encaminhados para realizacdo das medidas
antropomeétricas e para responder ao inquérito alimentar por meio do recordatério de
24 horas. Os patrticipantes foram orientados a comparecer ao ambulatério mais uma
vez para realizacdo do segundo inquérito alimentar, bem como para o recebimento
dos resultados dos exames bioquimicos e orientacdes nutricionais, obedecendo ao
intervalo de 30 a 45 dias. Para a obtencdo de informacfes adicionais, necessarias
ao preenchimento de dados do participante da pesquisa, foram consultados os
respectivos prontuarios. O desenho do estudo encontra-se representado na Figura
3.



Figura 3. Desenho do estudo.
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Considerou-se como parametro de avaliagdo antropométrica o indice de

Massa Corporal (IMC), que corresponde a razdo do peso pela altura ao quadrado

(peso/altura?). A massa corporal foi mensurada utilizando balanca digital com

capacidade para 150 kg e precisdo de 0,1 kg (Tanita®, modelo MEA-03140). A

estatura foi aferida com auxilio de estadibmetro portatil Sanny®. A classificacdo do

IMC para adultos e idosos foi realizada conforme os pontos de corte recomendados

pelo Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional do Brasil (SISVAN)".

A circunferéncia da cintura foi mensurada em duplicata com fita métrica

inextensivel. A medida foi obtida na metade da distancia entre a crista iliaca e o
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rebordo costal inferior’”. Foram utilizados para classificacdo os padrdes de

referéncia sugeridos pela NCEP-ATPIII.

5.3. AVALIACAO DO CONSUMO DIETETICO

O consumo de alimentos foi obtido por meio do método Recordatério de
24 horas, aplicado duas vezes, com intervalo entre 30-45 dias. Para auxiliar na
guantificacdo dos alimentos consumidos em medidas caseiras, foram adotados
modelos fotograficos que ajudaram aos entrevistados na identificacdo dos utensilios
que utilizam no seu dia a dia, bem como, a quantificar o tamanho das porgdes em
pequena, média ou grande dos alimentos e bebidas consumidas. Apos a obtencéo
dos dados em medidas caseiras, realizou-se a conversao em gramas e mililitros. A
anélise das dietas foi feita utilizando o Virtual Nutri Plus 2.0® (S&o Paulo, Brasil). Os
alimentos que ndo foram encontrados no banco de dados do software foram
adicionados a partir da composicdo das diversas tabelas e rotulos dos produtos;
assim como as preparacdes, as quais foram determinadas por meio de fichas
dietéticas.

Foram avaliadas a ingestdo de energia, macronutrientes e fibra, seguindo
a recomendacado da | Diretriz Brasileira de Diagnéstico e Tratamento da Sindrome
Metabdlica®, ou seja: 20kcal a 25kcal/kg peso de gasto energético total, 50 a 60% de
calorias totais de carboidratos, 25 a 35% de gordura total, 0,8g a 1,0g/kg de peso
atual/dia ou 15% de calorias totais de proteinas e 20 a 30g de fibra. Para avaliar a
adequacdo de zinco consumido foram utilizados os valores de referéncia para
populacdo, necessidade média estimada (Estimated Average Requirements - EAR),
de 9,4mg/dia para homens e 6,8mg/dia para mulheres’. A estimativa de distribuicao
alimentar habitual do grupo foi realizada pela aplicagéo de testes estatisticos para se
obter os valores dos nutrientes ajustados pela variabilidade intra e interpessoal e
energia’". A prevaléncia de inadequacdo de zinco foi estimada considerando a

proporcao de individuos com ingestao abaixo dos valores de EAR.
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5.4. AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A pressdao arterial sistdlica e diastolica foi avaliada durante consulta clinica
de acordo com os procedimentos da VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo
Arterial’®. Valores para pressdo sistdlica 2130 mmHg e/ou pressdo distdlica

285mmHg foram considerados elevados.

5.5. ANALISES BIOQUIMICAS

Para realizacdo das analises bioquimicas, foram coletadas amostras de
sangue dos individuos apés jejum noturno de 12 horas por puncdo venosa padréo,
utilizando-se seringas e agulhas de inox estéreis e descartaveis. O sangue foi
distribuido em tubos com e sem anticoagulantes, de acordo com os procedimentos
especificos para cada analise.

Foram realizadas as seguintes analises bioquimicas: glicemia de jejum,
hemoglobina glicada (HbA1c), insulina, colesterol total, triglicerideos, HDL-c e LDL-c,
proteina C reativa ultra sensivel (PCR-us), hormonio estimulante da tireoide (TSH),
T4 livre, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), zinco no
plasma, eritrocito e urina. As dosagens de glicemia de jejum, colesterol total e
triglicerideos foram realizadas pelo meétodo enzimético e as medidas da
concentracdo de HDL-c foram realizadas por ensaio colorimétrico direto. Os valores
de LDL-c foram obtidos pela aplicacdo da férmula de Friedewald’’. N&o-HDL-c foi
calculado utilizando a formula: ndo-HDL-c = colesterol total — HDL-c. As analises de
insulina, TSH e T4 foram realizadas por ensaio quimioluminescente. A HbAlc e
PCH-us foram realizadas por método de imunoturbidimetria, enquanto que AST e
ALT foram realizados pelo método enzimatico UV. Para todos os métodos foram
utilizados os kits da Wiener Lab® (equipamento CMD 800iX1), exceto para a
dosagem de hormdnios, que foram utilizados os kits da Beckman Coulter®
(equipamento UniCel® DxI 800 Immunoassay System). Todas estas analises foram
realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do HUOL-UFRN.

O marcador utilizado para avaliar a resisténcia a insulina,

homeostasismodel assessment — insulin resistance (HOMA-IR), foi obtido por meio
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de valores de insulina e glicemia de jejum: [(insulinapU/mL xglicemia mmol/L) /
22,5]".

5.5.1. Avaliacdo dos Biomarcadores de Zinco

Para a andlise bioquimica de zinco, todo o material utilizado nos
procedimentos de coleta da amostra e andlise foi devidamente desmineralizado em
solucdo de &cido nitrico 20% por, no minimo 12 horas, e enxaguado com agua
desmineralizada, de acordo com protocolo estabelecido.

As amostras de sangue para as andlises de zinco foram coletadas em
tubos desmineralizados, utilizando-se solucdo de citrato de so6dio a 30% como
anticoagulante. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 1.076 forca-G
(3.000RPM) por 15 minutos, 4°C, e separado o plasma. Em seguida, o concentrado
de heméacias foi submetido a trés lavagens subsequentes com 5mL de solucédo de
cloreto de sédio a 0,9%, rotacdo de 2.240 forca-G (3.300 RPM), a 4°C, durante 15
minutos. O plasma e eritrcitos foram armazenados a -20°C até o momento das
andlises. Para andlise de zinco na urina, coletou-se a urina de 24hs em recipiente
desmineralizado, devendo ser armazenado em geladeira até a entrega no
Ambulatério. ApGs o recebimento, o material foi homogeneizado, verificado o volume
total e separadas duas aliquotas que foram armazenadas a -20°C até o momento
das andlises.

As determinagbes de zinco no plasma, eritrocito e urina foram realizadas
por espectofotometria de absor¢do atdbmica, utilizando-se o equipamento Spectra
Varian AA-240 (Varian®, EUA), do Nucleo de Ensino e Pesquisa em Petréleo e Gas
(NUPEG) do Departamento de Engenharia Quimica — UFRN, considerando um
comprimento de onda de 231,9nm, fenda de 1,0nm, amperagem de 5,0 mA, fator de
expansao 1,0 e fluxo da amostra de 5mL/min. As curvas foram preparadas
utilizando-se como padrdo a solucdo de zinco Tritisol (Merck®), definindo-se os
pontos na curva, nas concentracdes de 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1,0 ug/mL. A curva
padrdao para a leitura de zinco no plasma foi preparada com adicdo de glicerol na
concentracéo de 5%.

As analises foram realizadas em duplicata e o resultado foi obtido a partir

das médias dos valores, estabelecendo-se um coeficiente de variacdo inferior a
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10%. Para certificac@o das analises de minerais foram utilizados como materiais de
referéncia os padrées Seronorm™ Trace Elements Serum L-1 (Noruega) (Referéncia
201405, Lote 0903106), preparados de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Estes padrbes foram utilizados tanto nas analises de zinco no plasma
como eritrocitos e urina.

A determinacdo da concentracdo de zinco no plasma foi realizada
segundo o método proposto por Rodrigues et al.”®. Amostras de 500uL de plasma
foram preparadas diluindo-se em ultra-pura (Milli-Q®), na proporcdo de 1:4 e
aspiradas diretamente na chama do aparelho. Os resultados foram expressos em pg
de Zn/dL. Foram considerados como referéncia para zinco no plasma os valores de
70 a 110 pg Zn/dL®.

Ja as analises de zinco no eritrocito foram realizadas de acordo com
Whitehouse et al.®!, seguindo a padronizagéo de metodologia proposta por Sena et
al.?®. Uma aliquota de 300pL de eritrécito foi diluida com agua ultra-pura (Milli-Q®) na
propor¢cdo de 1:3 e em seguida pipetados 300uL deste lisado (lisado 1), em
duplicata, para uma diluicdo subsequente na proporcdo de 1:9 (lisado 2). Apds
homogeneizagéo, as amostras do lisado 2 foram lidas diretamente em chama. Os
resultados foram expressos em pg Zn/mL e pg de Zn/g de hemoglobina,
considerando como valores de referéncia 10 — 15ug de Zn/mL e 40 - 44 ug de Zn/g
Hemoglobina®.

Com a finalidade de expressar o0s resultados de zinco/massa de
hemoglobina, foi realizada a determinacdo de hemoglobina no eritrcito. Para tanto,
foram utilizados os kits de reagente da Labtest Diagnéstica®, reagente de cor (RCOR
CAT 43) e realizada leitura por espectrofotometria.

A determinagdo da concentracdo de zinco na urina foi realizada pelo
método proposto por Kiilerich et al.®?. As amostras de urina foram diluidas em agua
deionizada na proporcdo de 1:1 (2mL/2mL). Em seguida, as amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas sob agitacédo e lidas por aspiragdo em chama
direta, ap0s ajuste das condi¢cdes de leitura do aparelho. Os resultados foram
expressos em pg Zn/24h, considerando como referéncia valores de 300 a 600ug
Zn/24horas®.
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5.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo da andlise estatistica completa, incluindo todos os
participantes do estudo, foram aplicadas metodologias de imputacdo multipla dos
dados faltantes (missing data) para as seguintes variaveis: insulina, HbAlc, HOMA-
IR, triglicerideos, LDL-c, PCR-us, zinco no plasma, zinco no eritrécito, zinco na urina.
As variaveis com dados faltantes foram imputadas por meio de equa¢des em cadeia
(Apéndice 1), metodologia também denominada de especificacdo condicional
completa, onde modelos de imputacdo univariados condicionais sao especificados
de modo separado para cada variavel. Foi assumido que os dados estédo faltantes ao
acaso - missing at random (MAR). O objetivo dessa metodologia ndo € recriar 0s
dados faltantes, mas, sim, inferir sobre como seria o resultado estatistico final®*,
Apoés a imputacédo, as analises foram conduzidas de forma tradicional por meio de
metodologias apropriadas.

Para a andlise descritiva das varidveis continuas utilizou-se média
(desvio-padréo) (DP), média (intervalo de confianca [IC] de 95%) e mediana
(intervalo interquartil) quando apropriado. A distribuicdo das variaveis continuas foi
avaliada visualmente pela construcdo de histogramas. Devido a caracteristica
moderadamente simétrica da maioria das variaveis, utilizou-se abordagens
paramétricas, seguindo as orientacdes de Fagerland®. Contagens e proporcées
foram utilizadas para sumarizar variaveis binarias. Para comparagao intragrupo
(caso e controle) foi utilizado o teste “t” de Student para amostras independentes e 0
teste de exato de Fisher para testar diferencas entre variaveis continuas e
proporc¢des, respectivamente.

O efeito dos biomarcadores de zinco foi estimado pela diferenca entre a
média do grupo caso e a média do grupo controle. A diferengca entre casos e
controles é representada pela variavel A, onde A = (média do grupo caso) — (média
do grupo controle). A diferenga, A, foi ajustada para covariaveis por meio de modelos
de regressao linear simples e modelos de regresséo linear multipla.

As correlacbes entre os fatores de risco cardiometabdlicos e
biomarcadores do status zinco foram avaliadas pelo coeficiente de Pearson (r). Para
as variaveis que tiveram observacdes imputadas, o coeficiente de Pearson foi

computado por meio do coeficiente de regressao linear simples. Nessas andlises, as
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variaveis foram centralizadas em suas médias e padronizadas pelo desvio-padréo
amostral. Os percentis 25, 50 e 75 para as varidveis com dados imputados foram
construidos com base em modelos de regressdo quantilica sem uma variavel
preditora. O nivel de significancia a adotado para todas as anadlises foi de 5%. O
software utilizado foi o Stata 14.0 (Stata Corporation, College Station, TX, EUA).

Para a avaliagdo da ingestdo dos nutrientes foram aplicados testes
estatisticos especificos, no sentido de ajustar os dados considerando as variancias
intra e interpessoais e ingestdo energética, resultando em valores mais precisos e
exatos. Inicialmente, foi construido um banco de dados em planilha Excel a partir
dos dados exportadas do software Virtual Nutri Plus 2.0®, relativos & ingestdo de
zinco. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS, versao
17.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, EUA), analise descritiva
(média e desvio padrdo) com as variaveis dietéticas, sendo verificada a normalidade
pelo teste Kolmogorov-Smirnov Z para cada variavel.

A partir dos dados ajustados pela variancia intra e interpessoal, foi
realizado o ajuste pela energia proposto por Willett e Stampfer’>. Posteriormente, foi
realizada uma andlise de regresséo linear simples, obtendo-se o valor estimado da
ingestdo do nutriente e calculado o residuo da regressédo, que € representado pela
diferenca de ingestdo observada do nutriente e a ingestdo estimada para cada
individuo, de acordo com a ingestdo cal6rica avaliada pela regressao linear. Foi
adicionado a este, uma constante ao valor do nutriente residual, fornecendo a
qguantidade do nutriente ajustado, ou seja, sem influéncia da energia. A prevaléncia
de ingestdo inadequada de zinco do grupo foi obtida por meio da aplicacdo de

férmulas especificas.
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Abstract: Metabolic syndrome (MS) involves pathophysiological alterations that might compromise
zinc status. The aim of this study was to evaluate zinc status biomarkers and their associations with
cardiometabolic factors in patients with MS. Our case control study included 88 patients with MS,
and 37 controls. We performed clinical and anthropometric assessments and obtained lipid,
glycemic, and inflammatory profiles. We also evaluated zinc intake, plasma zinc, erythrocyte zinc,
and urinary zinc excretion levels. The average zinc intake was significantly lower in the MS group
(p<0.001). Regression models indicated no significant differences in plasma zinc levels (all>0.05)
between the two groups. We found significantly higher erythrocyte zinc levels in the MS group
(p<0.001) independent from co-variable adjustments. Urinary zinc excretion level was significantly
higher in the MS group (p=0.008), and adjustments for age and sex explained 21% of the difference,
(R=0.21, p<0.001). There were significant associations between zincuria and fasting blood glucose
level (r=0.479), waist circumference(r=0.253), triglyceride levels(r=0.360), glycated hemoglobin levels
(r=0.250), homeostatic model assessment - insulin resistance (r=0.223), and high-sensitivity C-reactive
protein levels (r=0.427) (all p< 0.05) in the MS group. In conclusion, impairments in zinc status were
observed in patients with MS, and cardiometabolic risk factors influence zincuria.

Keywords: metabolic syndrome, zinc, biomarkers, risk factors, cardiovascular diseases.

1. Introduction

Metabolic syndrome (MS) is a multifactorial disease, and is influenced by metabolic, genetic, and
environmental factors. The main MS alterations are glucose intolerance, abdominal adiposity, arterial
hypertension, atherogenic dyslipidemia, and the consequent manifestations of pro-inflammatory and
pro-thrombotic states [1]. The prevalence of MS and associated factors has been studied in many
populations. In Latin-Americans countries, including Brazil, the prevalence is 24.9% [2].

Zinc has attracted interest in studies of its relations to MS due to the fact that this mineral has
structural, catalyticc and regulatory roles in many proteins involved in pathophysiological
mechanisms related to MS [3]. Zinc is involved in insulin synthesis and secretion [4,5], and blood
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pressure regulation [6], and has antioxidant and anti-inflammatory properties [7,8]. Inadequate zinc
intake seems to lead to the occurrence of MS or its components [9,10]. However, studies evaluating
zinc status in patients with MS have been controversial and have had inconclusive results [11-13].
Some of these studies demonstrated an association of zinc with MS components, such as fasting blood
glucose (FBG) level [14,15], blood pressure [13,16], and abdominal obesity [16,17]. Additionally, some
authors have shown that greater numbers of MS components are associated with lower plasma zinc
concentrations [13].

There are gaps in the literature regarding zinc intake and other zinc biomarkers. The majority of
the studies use plasma zinc as a zinc status biomarker and few explore urinary zinc excretion and
cellular biomarkers, such as erythrocyte zinc [18,19]. Considering the fact that there are no zinc stores
in organisms, and that homeostatic control of zinc is complex and can involve both fast and slow
mechanisms for turnover of the cell regulation of zinc [20], some authors suggest that investigating
zinc status through an isolated marker can affect the conclusions of studies or generalization made
about specific results [21]. Thus, in order to better understand the relationship between zinc and MS,
we evaluated zinc status biomarkers and their associations with cardiometabolic risk factors in
individuals with MS.

2. Materials and Methods

2.1. Study population

The inclusion criteria for the MS group were age of 20-76 years, both sexes, and the presence of
MS according to the criteria from the National Cholesterol Education Program — Third Adult
Treatment Panel (NCEP-ATPIII) [22], which includes the presence of at least three of the following
alterations: waist circumference (WC) >102 ¢cm in men and >88 cm in women; triglyceride (TG) levels
>150 mg/dL; high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) <40 mg/dL in men and <50 mg/dL in
women; systolic blood pressure (SBP) 2130 mmHg and/or diastolic blood pressure (DBP) 285 mmHg
and/or use of antihypertensive drugs and FBG >100 mg/dL and/or use of oral antidiabetic drugs. The
FBG cut-off point was adjusted according to guidelines from the American Diabetes Association [23].
The inclusion criteria for the control group were WC <102 cm in men and <88 cm in women, absence
of arterial hypertension, diabetes mellitus (DM), and insulin resistance, and the absence of
antihypertensive and antidiabetic drug use.

The exclusion criteria for both groups were: type 1 DM, type 2 DM with insulin use, use of
glucocorticoids in the last 3 months, use of vitamin-mineral supplements in the past 3 months,
alterations in renal and hepatic function, and decompensated heart failure. Patients with memory or
mental health issues and pregnant and nursing patients were also excluded.

The study population consisted of 88 patients with MS and 37 controls. Between March 2015 and
February 2016, 875 medical records were screened, from which 119 individuals met the criteria for MS.
However, 26 individuals did not appear for their clinical appointment and 5 refused to be a part of the
research, leading to a total of 88 patients. Two-hundred and fifty-three individuals were contacted to
be a part of the control group, but only 37 met the specific inclusion criteria.

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was
approved by the Hospital Universitario Onofre Lopes’s Research Ethics Committee under protocol
number CAAE no. 38566914.5.0000.5292, of February 27, 2015. All participants gave their informed
consent for inclusion before they participated in the study.

2.2. Study design

The longitudinal study, which was a non-paired case-control study, was conducted at the
Endocrinology Ambulatory department of Hospital Universitario Onofre Lopes, located in Natal/RN,
Northeast Brazil. During the first appointment, the individual underwent a clinical assessment, where
blood pressure was measured (spine pressure device, Mercury Plus, Unitec®), as recommended by
the Sixth Edition of the Brazilian Guidelines on Arterial Hypertension [24]). The subject’s weight
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(digital balance, Tanita®, MEA-03140 model) and stature (portable stadiometer, Sanny®) were
measured for body mass index (BMI) calculation. The BMIs were classified according to the cut-off
points recommended by the Brazilian Food and Nutrition Surveillance System [25]. We also measured
the WC at the midpoint between the last rib and the iliac crest, using an inextensible measuring tape.
We also carried out the first nutritional survey, using a 24-hour recall (24-HR) and a questionnaire on
personal and health information. Blood and urine sample collection for biochemical analysis was
scheduled at this time. Thirty to forty-five days later, the individual’s food intake was assessed (Figure
1).
30 to 45 days

{ \

Recruitment
——————————— Step 1 Step 2 @

Selec_tlon of Biochemical Dietary
patients Analysis assessment
I l
Clinical Anthropometric|| Food Intake
assessment assessment assessment
Biomarkers for Glycemic Profile
zinc status Lipid Profile
Inflammatory Profile

Figure 1.Study Design.

2.3. Food intake assessment

Habitual food intake was investigated using two 24-HRs, with an interval of 30-45 days. The
subject’s diet was analyzed using the Virtual Nutri Plus 2.0® software (Sao Paulo, Brazil). Nutritional
information for new preparations and foods were added to the database as necessary along with data
regarding nutritional composition from the Brazilian food composition table (TACO) and the United
States Department of Agriculture (USDA).

The prevalence of inadequate zinc intake was estimated according to sex and age, using the
estimated average requirements (EAR) cut-point method [26], considering the proportion of
individuals with intake below the EAR value. Zinc values were adjusted based on intra- and inter-
personal variability and energy [27,28].

2.4. Biochemical tests

Blood samples (20 mL) were collected via venipuncture after an overnight fasting of 10-12 hours.
These samples were used for FBG, total cholesterol, and TG analysis, using an enzymatic method.
HDL-c levels were determined via a direct colorimetric test, and low density lipoprotein cholesterol
(LDL-c) levels were obtained using the Friedewald formula [29]. Non-HDL-c was calculated using the
formula:

non-HDL-c = CT-HDL-c (1)

Glycated hemoglobin (HbAlc) and high-sensitivity C-reactive protein (hs-PCR) were analyzed
using the immunoturbidimetry method. All of the above tests were performed using CMD 800iX1and
Wiener Lab® (Wiener lab group, Argentina) kits. Insulin determination was performed using a
chemiluminescent test, using an analysis kit from Beckman Coulter® (immunoassay system, Unicel®
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DxI800, California, United States of America). To evaluate insulin resistance, we used the homeostasis
model assessment — insulin resistance (HOMA-IR) index, which was obtained using insulin fasting
values and FBG:

HOMA-IR = [(insulin pU/mL x FBG mmol/dL) / 22.5] (2)

2.4.1. Zinc status assessment biomarkers

Zinc status assessment was performed using plasma zinc, erythrocyte zinc, and urinary zinc
excretion. To minimize mineral contamination, all glassware and plastic containers used during the
blood collection and zinc analyses were carefully demineralized in a 20% nitric acid bath for at least 12
hours and rinsed 10 times with ultra-pure water (Milli-Q®).

Blood samples were collected in tubes containing 30% sodium citrate and separated into plasma
and erythrocytes. In order to carry out the urinary zinc excretion analysis, we performed urine
collection over a period of 24 hours. Plasma zinc, erythrocyte zinc levels, and urinary zinc excretion
were determined by atomic absorption spectrophotometry, using Spectra Varian AA-240 (Varian
Medical Systems, Inc., Milpitas, CA). We calibrated the assay using the following working conditions:
wavelength, 231.9 nm; slit width, 1.0 nm; current, 5.0 mA; expansion factor, 1.0; and sample flow, 5
mL/minute. A standard zinc solution (Tritisol®, Merck, Germany) was used to define the points of the
calibration curve, which included concentrations of 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, and 1.0 pg/mL. The standard
curve for the reading of plasma zinc levels was prepared with the addition of 5% glycerol. Seronorm™
Trace Elements Serum L-1 solution (Norway) (Reference 201405, Lot 0903106) was used as reference
for zinc analysis.

Plasma zinc levels were determined according to the method described by Rodrigues et al. [30].
We used values of 70 to 110 pug Zn/dL as reference for plasma zinc levels [31]. Zinc analysis in
erythrocytes was performed according to Whitehouse et al. [32], following the standardization of the
methodology proposed by Sena et al. [33]. The results were expressed as g zinc/g of hemoglobin,
with references value of 40-44 ug Zn/g Hb [31]. In order to determine hemoglobin levels in
erythrocytes, we used reagent kits from Labtest Diagnostica® and a color reagent (RCOR CAT 43). We
performed the experiments using spectrophotometry at 540 nm (Hach Company, model DR 5000,
Germany). Determination of urinary zinc excretion was carried out using the method proposed by
Kiilerich et al. [34]. The results were expressed as ug Zn/24 hours, with reference values of 300 to 600
ug Zn/24 hours [35].

2.5. Statistical analysis

Because of the low recruitment rate (125 individuals, 88 with MS and 37 controls), our study had
a statistical power of 20.5% to detect a plasma zinc level difference of 4 ug/dL (or more) between the
groups.

We first performed multiple missing data imputation techniques [36] for the following variables:
insulin, HbAlc, HOMA-IR, TG, LDL-c, hs-PCR, plasma zinc, erythrocyte zinc, and urine zinc.
Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD), mean (confidence interval
[CI] of 95%), or median (interquartile interval), as appropriate. Continuous variable distributions were
visually evaluated using histograms. Due to the moderately symmetrical characteristic of most
variables, we used parametric approaches following the Fagerland guidelines [37]. Counts and
proportions were used to summarize binary variables. For intragroup comparisons (case vs. control),
we used the Student’s t test for independent samples and Fisher’s exact test to test differences among
continuous variables and proportions, respectively. Differences between cases and controls are
indicated by “A”, where A = (case group mean) — (group control mean). The “A” difference was
adjusted to co-variables through simple and multiple linear regression models. The correlations
between MS cardiometabolic risk factors and zinc biomarkers were measured using the Pearson’s
correlation coefficient test (r). For variables with imputed observations, Pearson’s coefficient was
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computed using a simple linear regression coefficient. Statistical significance a was set at the 5% level.
We used Stata 14.0 software (Stata Corporation, College Station, TX, USA).

3. Results

The general characteristics of the patients are summarized in Table 1. The mean age of patients
with MS was significantly higher than that of subjects in the control group (50 (11) vs. 44 (11), p =
0.011). Females were predominant in both groups. The mean WC of patients with MS indicated an
increased risk of cardiovascular disease. Patients with MS had dyslipidemia (92%), arterial
hypertension (76%), and obesity (66%). We observed that 86% of the patients with MS met more than
three MS diagnosis criteria. The most frequent components found were arterial hypertension or
altered blood pressure (90%), increased WC (86%), and altered type 2 DM or FBG (76%).

We observed that the mean values of FBG, insulin, HbAlc (all p < 0.001), and HOMA-IR (p =
0.002) were significantly higher in the MS group than in the control group. Significantly lower values
for HDL-c (p <0.001) and higher TG values (p = 0.034) were observed in the MS group. The MS group
had an inflammatory profile, as indicated by the significantly higher hs-PCR levels (p < 0.001).

The MS group had significantly lower zinc intake compared to the control group (6.57 (1.64)
mg/day vs. 9.37 (2.41) mg/d, p < 0.001). We found a high prevalence of inadequate zinc intake in the
participants of this study (56% of women and 95% of men in the MS group and 18% of women and
40% of men in the control group). We did not observe statistically significant differences in plasma
zinc levels between the two groups (p > 0.05). However, erythrocyte zinc levels in patients with MS
were significantly higher compared to the control group (p < 0.001). Patients with MS had increased
urinary zinc excretion compared to control subjects, and the difference was statistically significant (p =
0.008).
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Table 1.General characteristics, metabolic profiles, and zinc biomarkers.

Variables Patients with MS Control p-value
(n=88) (n=37)

Age (year)? 50 (11) 44 (11) 0.011
Sex (F/M) 64 /24 25/12 0.666
WC (cm)2 105.50(12.60) 82.40(6.98) <0.001
DMP 43 (49) 0 <0.001
Arterial hypertension ® 67 (76) 0 <0.001
Obesity® 58 (66) 0 <0.001
Dyslipidemia® 81 (92) 23 (62) <0.001
SBP (mmHg)a 134.85 (18.28) 114.46 (7.24) <0.001
DBP (mmHg)= 88.47 (11.51) 74.59 (7.3) <0.001
FBG (mg/dL)a 119.70(47.7) 84.70(11.27) <0.001
Insulin (uUI/mL)¢ 8.87 (5.10-13.76) 4.95 (3.48-6.93) <0.001
HbAlc (%)a 6.91 (1.67) 5.40(0.52) <0.001
HOMA-IR ¢ 2.35 (0.94-3.55) 0.99 (0.73-1.42) 0.002
Total cholesterol (mg/dL)? 210.73 (60.22) 212.97(49.08) 0.841
LDL-c (mg/dL)2 128.28 (48.44) 134.70 (43.83) 0.488
HDL-c (mg/dL)>? 44.95 (9.32) 53.92 (11.34) <0.001
TG (mg/dL)< 156.00 (126.90-215.50) 106.00 (75.00-177.00) 0.034
Non HDL-c (mg/dL)> 165.76 (57.99) 159.05 (48.76) 0.538
hs-PCR (mg/L) < 1.98 (0.67-6.59) 0.34 (0.09-0.98) <0.001
Zinc intake (mg/d)? 6.57(1.64) 9.37(2.41) <0.001
Plasma zinc (ug/dL)= 88.81 (18.28) 87.82 (17.44) 0.783
Erythrocyte zinc (ug/g Hb) 2 47.47 (8.29) 41.43 (7.37) <0.001
Urinary zinc excretion (ug/24 h)c  554.80 (291.00-787.60) 375.40 (197.60-597.50) 0.008

a Data presented as mean (standard deviation)

b Data presented as n (%)

¢ Data presented median (interquartile interval)

WC, waist circumference; DM, diabetes mellitus; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure;
FBG, fasting blood glucose; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-IR, homeostasis model assessment —
insulin resistance; LDL-c, low-density cholesterol; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; TG,
triglyceride; non HDL-c, non high-density lipoprotein cholesterol; hs-PCR, high-sensitivity C-reactive
protein.

Figure 2 shows the multiple linear regression models created to evaluate zinc intake and sex and
age influences on the differences in plasma (2A), erythrocyte (2B), and urine zinc (2C) between
patients with MS and controls. The regression models confirmed that there are no statistically
significant differences in plasma zinc levels between patients with MS and controls independent of
adjustment variables (all p > 0.05) (Figure 2A). Erythrocyte zinc levels were significantly higher in
patients with MS in all adjustment models (all p < 0.05). We observed that the model without
adjustment (model 1) already explains 10% of the variability in this measure (R2 = 0.10, p < 0.001),
confirming that there is no influence of co-variables, such as zinc intake, sex, and age on this measure
(Figure 2B).

There were differences in urinary zinc excretion between the MS and control groups after
adjustments for zinc intake, sex, age, and other combinations of variables (all p < 0.05). The MS group
had a mean urinary zinc excretion 207.40 units higher than that of the control group (model 1). This
difference increased following changes to the adjustment variables. The adjustment models 7 (sex and
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age) and 8 (zinc intake, sex, and age) explained the variability the most, with both explaining 21% of
the variability (R? = 0.21, p < 0.001) (Figure 2C). These models indicate that the mean urinary zinc
excretion rate is 266.98 ug/24 hours higher in patients with MS group compared to controls.

(A) Model Plasma Zinc {jg/dL) A (95% Cl) (B) Model R’ Erythrocyte Zinc (ug/g Hb) A (95% Cl}
Model 1 —_—— 0.98 (-6.07, 8.04) Model 1 0.10 — 6.04(292,8.17)
Model 2 R 0.56 (-7.93, 9.06) Modsl 2 009 —_— 557 {177, 9.36)
Model 3 —_— 1.27 (-5.77, 8.30) Model 3 0.10 — 5.99 (2,85, 9.12)
Moded 4 —_— 2.12(-5.14,9.38) Model 4 0.09 —_— 5,86 (2,64, .08)
Model 5 —_— 0.53 (-7.91,8.98) Model 5 0.09 —_— 5.57 (1.7, 9.38)
Modsl 6 —_—r 1.76 (-6.88. 10.40} Model 6 009 —_— 5.37 {1.48, 9.25)
Model 7 R 2.35 (-4.89, 9.59) Model 7 0.09 — 5.61(2.58, 9.04)
Model 8 —_— 1.68 (-6.91, 10.27) Model § 0.08 —_— 5.38 (1,48, 9.26)

5 40 5 5 1 15 5 5 10 15
Lower in MS Higher in MS Lower in MS Higher in MS

(C) Model z8 Urinary Zinc Excretion A (95% CI)

(1g/24h)
Mode! 1 0.05 — 207.40 (55.25, 359.54)
Model 2 0.05 — 251.37 (66.64, 436.11)
Modal 3 0.17 —— 223.79 (81.51, 366.08)
Model 4 0.09 —_— 253.38 (100,83, 405.94)
Mode! § 017 —— 249,66 (76.93, 422.39)
Modal 6 0.08 ——8——  30044(116.57, 484.31)
Modal 7 0.2 —.— 266,98 (124.56, 408.40)
Mode! 8 0. —— 29606 (124.33, 467.79)

T T T T

200 0 200 400 600
Lawer in MIS Higher in MS

Figure 2.Forest plot for comparison of plasma zinc level (A), erythrocytes zinc level (B), and urinary
zinc excretion (C) between patients with MS and the control group, according to the adjustment
models. Model 1: without adjustment; Model 2: adjusted for zinc intake; Model 3: adjusted for sex;
Model 4: adjusted for age; Model 5: Adjusted for dietary zinc and sex; Model 6: Adjusted for zinc
intake and age; Model 7: adjusted for sex and age; and Model 8: Adjusted for zinc intake, sex, and age.
Horizontal lines indicate the 95% confidence interval (CI) for each model. When the confidence interval
does not cross the vertical axis (centered at zero), the difference in the zinc biomarker levels among the
study groups is statistically significant (p <0.05). If the confidence interval line is to the right of the
central axis, it indicates that the zinc biomarker levels are higher for patients with MS compared to the
control group. In contrast, if it is on the left of the central axis, it indicates that the levels are lower in
the MS group in relation to the controls. R2: determination coefficient; A: estimates of the difference
between patients with MS and controls, whose mean is inside the square (m); the area of each square is
proportional to the variability explained by the model.

We did not observe significant associations between plasma and erythrocyte zinc levels and
cardiometabolic risk factors in any of the groups. We observed statistically significant positive
correlations between urinary zinc excretion and WC (r = 0.253, p = 0.02), TG (r = 0.360, p < 0.01), FBG (r
=0.479, p <0.01), HbAlc (r = 0.250, p = 0.02), HOMA-IR (r = 0.223, p = 0.04), and hs-PCR (r = 0.427, p <
0.01) in patients with MS. This indicates that zincuria increases are proportional to the increases in
alterations of most of the MS components and other cardiometabolic risk factors. The same results
were not found in the control group. The only exceptions were WC (r = 0.434, p < 0.01) and DBP (r =
0.499, p <0.01) (Table 2).
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Table 2. Correlations between urinary zinc excretion and cardiometabolic risk factors.

Variables Patients with MS Controls
R P R P

WC (cm) 0.253 0.018 0.434 0.007
SBP (mmHg) 0.021 0.816 0.060 0.723
DBP (mmHg) -0.048 0.676 0.488 0.002
TG (mg/dL) 0.360 <0.001 0.075 0.657
HDL-c (mg/dL) -0.027 0.842 -0.248 0.138
FBG (mg/dL) 0.479 <0.001 0.147 0.384
HbAlc (%) 0.250 0.024 -0.142 0.403
Insulin (nUI/mL) 0.029 0.787 -0.091 0.575
HOMA-IR 0.223 0.041 -0.065 0.700
hs-PCR (mg/L) 0.427 <0.001 0.303 0.082

WC, waist circumference; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; TG, triglyceride;
HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; FBG, fasting blood glucose; HbAlc, glycated hemoglobin;
HOMA-IR, homeostasis model assessment — insulin resistance; hs-PCR, high-sensitivity C-reactive protein.

4. Discussion

To our knowledge, this is the first study to evaluate zinc status in patients with MS, considering
zinc intake, plasma zinc, erythrocyte zinc, and urinary zinc excretion. We also studied the associations
between these biomarkers and cardiometabolic risk factors. We found plasma zinc levels without any
obvious indicative deficiencies in MS group although those patients have high prevalence of
inadequate zinc intake. On the other hand, we observed increases in erythrocyte zinc levels and
urinary zinc excretion. Alterations in cardiometabolic risk factors were positively associated only with
urinary zinc excretion in patients with MS.

Assessments of zinc intake and mineral bioavailability are considered to be the best methods for
estimating zinc levels at individual and population levels. These measures allow for the identification
of deficiency risks [18]. Similarly, as observed in our study, Cunha et al. [38] found a high percentage
of zinc intake inadequacy in patients with MS, and especially in men (75.5%). Other authors have also
observed mineral intake inadequacies and have identified inverse associations with MS risk [9,10]. A
possible explanation for the zinc intake inadequacies in our study is the restriction placed on certain
food sources, especially foods from animal origin, that is recommended as a part of the MS treatment.
Associations between dietary zinc intake and metabolic factors involved in the MS have been used to
argue that deficiencies in zinc ingestion predispose to MS alterations, such as peripheral resistance to
insulin, central obesity, and increases in blood pressure and TG level, and decreases in HDL-c level
[4].

One specific result that attracted our attention was the fact that we did not observe correlations
between zinc intake and plasma zinc levels. Additionally, we did not observe significant differences in
plasma zinc levels between patients with MS and controls. Only 15% of the participants had plasma
zinc values below 70 pg/dL in either group. The literature is not very clear in this regard, as studies
evaluating plasma zinc levels in patients with MS are inconclusive. A study performed using 1,926
Korean adults from both sexes also did not find significant differences in serum zinc levels between
individuals with and without MS [13]. In contrast to our findings, Rotter et al. [12], observed
significantly higher serum zinc levels in patients with MS than in controls in a study of 313 Polish
men. In addition, in a populational study of 2,041 adult Iranians, it was found that higher serum zinc
levels were associated with a lower MS prevalence in female subjects, while the opposite result was
observed in male subjects [16].
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Although only 1% of total zinc in the body is present in circulating blood, plasma zinc is an
important biomarker and is sensitive enough to detect serious deficiencies, but has limitations in
identifying marginal deficiencies. However, in order to interpret zinc levels in the plasma in clinical
populations, one must consider other deficiency risk factors, such as inadequate dietary intake of zinc
[18]. It is noteworthy that zinc has rigid homoeostatic control and easily moves among cell
compartments in order to keep the plasma mineral levels within a normal range [20]. However, we
have also observed satisfactory plasma zinc levels with moderate alterations in the contents of this
mineral, which may occur in order to avoid an impairment of homeostatic control [39]. Therefore,
values within the reference range observed in patients with MS might not accurately reflect the
corporeal zinc store, as zinc levels have fluctuations of around 20% during the day. Alterations in zinc
may also occur following acute infection, hypoalbuminemia, and inflammation [40].

Some possible mechanisms may explain the plasma zinc levels observed in our study: (1) zinc
mobilization among cell compartments, plasma, the liver, and the bone [41]; (2) the excretion of this
mineral by the gastrointestinal tract, as zinc excretion via the intestinal lumen might be decreased,
which would then reduce endogenous losses through feces [18]; and, (3) hyperglycemia, which is
common in patients with MS may stimulate insulin secretion, where part of the zinc pool found in
beta cells is secreted into the plasma together with the hormone [4].

Although other authors have observed negative associations between serum zinc levels and
cardiometabolic risk factors, such as FBG, HOMA-IR, insulin, and blood pressure [13], and a positive
association between serum zinc and HDL-c [16], we did not identify such associations in our study.
This may be due to reduced numbers of participants, which resulted in a low statistical power for
detecting outcomes of the plasma zinc variable. The rigid homeostatic control of the mineral implies
that there are very small differences in plasma zinc levels between cases and controls. Thus, to confirm
such associations, higher numbers of participants will be necessary.

Therefore, consistent with our inconclusive results regarding zinc status in the clinical
population, some authors suggests that cell biomarkers might be recommended as new targets and,
together with plasma zinc, provide more reliable information regarding zinc status in individuals [18].
Thus, we included the erythrocyte zinc assessment to fill the literature gaps regarding the use of this
biomarker in patients with MS.

We found significantly higher erythrocyte zinc levels in the MS group compared to the control
group, regardless of the participants’ dietary zinc intake, sex, or age. The fact that we found no
correlations between erythrocyte zinc levels and cardiometabolic risk factors such as hs-PCR may be
explained by the fact that this biomarker is not very sensitive to variations in zinc intake and is
suggestive of functional mineral deficiencies [18].

However, the high erythrocyte zinc levels observed in 64% of patients with MS supports a
previous study by Dias et al. [42]. The authors of that study observed that patients with altered
inflammatory profiles, similar to our patients, had mean erythrocyte zinc levels above the reference
values. By contrast, in obese women, mean erythrocyte zinc values were found to be below 40
ug/gHb, which was significantly lower than that observed in the control group [17].

Our results indicate that patients with MS have an inflammatory profile, which was confirmed by
the high hs-PCR values, which were significantly higher than those of controls. Alterations in lipid
profiles, obesity, and type 2 DM lead to inflammation and oxidative stress [43]. The presence of
inflammatory markers leads to alterations in the regulation of the genes for transporters of zinc and
metallothionein, which compromises the redistribution of minerals in blood cells [44]. It is suggested
that oxidative stress is present in type 2 DM [45] and obesity [46], which are frequent clinical
conditions in our population, favors the liberation of metallothionein and increases intracellular zinc
concentrations. Furthermore, oxidative damage induced by type 2 DM seems to be more prominent in
erythrocytes. This favors increases in antioxidation concentrations as a mechanism of compensation to
protect cells [45].

The increased urinary zinc excretion in patients with MS was the most remarkable alteration. We
found that 30% of the patients had hyperzincuria. In agreement with our findings, Martins et al. [46]
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observed that urinary zinc excretion is significantly higher in obese women compared to controls. In
our study, the differences between the MS and control groups were better explained when we applied
corrections for age and sex. In fact, increases in age lead to worst renal efficiency, which contributes to
the increase in urinary zinc excretion. In addition, differences in body composition between men and
women explain the higher excretion of zinc in males [47]. This information reinforces the importance
of corrections for these co-variables when considering zinc excretion.

Our findings confirmed the strong influence of cardiometabolic risk factors on zincuria. The
effects were especially significant for WC, hs-PCR, TG, and glycemic profile variables, regardless of
dietary zinc intake. In a study of Chinese adults, it was found that DM or pre-DM subjects have higher
zinc excretion [48]. Additionally, Feng et al. [49] found that urine zinc is positively correlated with
FBG, and that this condition raises DM risk.

Certainly, MS cardiometabolic risk factors seem to have a more determinant role on zincuria than
dietary zinc intake. In fact, the literature indicates that decreases in urinary zinc excretion are only
observed with diets containing less than 1mg zinc/day [18]. The association between cardiometabolic
risk factors and zincuria, confirmed in our study, highlights the fact that this condition seems to result
from alterations in glucose metabolism caused by MS pathophysiological mechanisms. Abdominal
adiposity, which is a remarkable characteristic of patients with MS, stimulates an increase in the
liberation of free fatty acids and results in an increase in hepatic TG synthesis. This leads to muscular
and hepatic insulin resistance. Additionally, abdominal adiposity induces an increase in circular
inflammatory mediators, which lead to hyperglycemia [1]. The glycosuria resulting from chronic
hyperglycemia influences the active transport of zinc in renal tubular cells and promotes the increase
in urinary loss of this mineral [49]. In addition, albumin and other enzymes can attach to zinc and,
when excreted, can lead to excretion of this mineral [50].

Other factors that might explain the increase in urinary excretion are the use of drugs for arterial
hypertension, which was present in over 50% of our patients with MS. The results of a systematic
review [51] confirmed that diuretics, angiotensin converting enzyme inhibitors, and angiotensin 2
receptor antagonists are related to increases in zinc urinary loss, which affects zinc metabolism.

Our work is not free from limitations. These limitations are as follows: (1) The study has a non-
paired case control design, but we used regression models to consider confounding variables, such as
age and sex, in addition to searching for individuals with similar social-economic conditions; (2) Even
before using several recruiting strategies, the reduced numbers of participants limited the statistical
power of the analysis to detect differences in the primary variable — plasma zinc — between the two
groups; (3) Systematic and random mistakes in dietary intake evaluation are possible. However, the
data were collected by trained professionals, who were careful to ensure the best reliability for
information regarding zinc content in the tables used to track food composition.

5. Conclusions

Patients with MS had impairments in zinc status. This was characterized by an increase in
erythrocyte zinc and higher urinary zinc excretion more so than the high prevalence of inadequate
zinc intake. Alterations in cardiometabolic components lead to higher urinary zinc excretion in
patients with MS. The results of this study highlight the importance of considering several biomarkers
when assessing zinc status in MS and recognizing the relationship between this mineral and the
pathophysiology of the disease. In addition, investigate biomarkers little explored in the literature
have expanded our knowledge and provided us with more information regarding zinc status. MS is a
multifactorial disease where each individual has his or her own characteristics, depending on a
number of criteria involved in disease diagnosis. Thus, studying the phenotype of each individual as it
relates to zinc biomarkers will provide more reliable answers regarding the role of zinc in the
mechanisms involved in MS.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais resultados desse estudo sinalizam para o comprometimento
no status de zinco caracterizado pelo aumento do zinco no eritrocito e alta excrecéo
urinéria de zinco, além da alta prevaléncia de inadequacéo na ingestéo dietética do
mineral em pacientes com SM atendidos em um Ambulatorio de Referéncia do Rio
Grande do Norte. As associacdes registradas nesse estudo reforcam a participacao
dos fatores de risco cardiometabdlicos na zincuria de pacientes com SM.
Considerando a SM uma doenca multifatorial, cujo diagnéstico depende do namero
de critérios envolvidos o0s quais determinam diferentes fenétipos, como
desdobramento desse estudo vislumbra-se a possibilidade de estudar o status de
zinco em pacientes com SM de diferentes fendtipos, objetivando trazer respostas
mais fidedignas acerca da participagdo do mineral nos mecanismos envolvidos na
SM.

Neste estudo observou-se 16 diferentes fendtipos, sendo que mais da
metade dos pacientes apresentavam mais de 3 critérios (59%) de diagndstico para a
doencga, com predominancia para o fendtipo “presenca de hipertensédo arterial ou
pressdo arterial alterada, presenca de DM ou glicemia de jejum alterada,
circunferéncia da cintura aumentada e baixas concentragbes de HDL-c” (18%).
Contudo, considerando o pequeno “n” amostral, esses resultados nao foram
explorados no artigo principal.

A avaliacdo do status de zinco é complexa devido ao rigido controle
homeostatico do mineral para manter as concentragcbes de zinco no plasma,
principal biomarcador, dentro dos valores de referéncia. A fim de expandir o
conhecimento sobre o papel do zinco no grupo de pacientes com SM, buscamos
estudar outros biomarcadores, que estivessem dentro das nossas
possibilidades:ingestdo dietética, zinco no plasma, zinco no eritrécito e excrecao
urinéria de zinco. Contudo, a literatura atual chama a atencéo para a importancia de
incluir na avaliagdo do status de zinco ferramentas gendmicas, e 0s estudos
sugerem que as proteinas dependentes de zinco podem refletir com seguranca o
status desse mineral. Assim, avaliar a expressdo génica de MT e alguns
transportadores de zinco (ZIP e Znt), apresenta-se como uma perspectiva futura de
continuidade do trabalho iniciado neste mestrado.
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Os resultados encontrados neste estudo sugerem que os individuos com
SM podem estar em uma condi¢cdo de risco para deficiéncia de zinco, portanto, a
realizacdo de um programa de intervencdo com o mineral poderia contribuir para a
melhora do perfil antioxidante e inflamatorio, bem como no controle da hiperglicemia.
No entanto, ressalta-se que o beneficio da intervencdo ser4 maior se o paciente
estiver em tratamento clinico que contemple a melhora do perfil antropométrico,
glicémico e inflamatorio.

Como limitacdes deste trabalho tém-se: (1) o desenho do estudo é do tipo
caso controle ndo pareado, porém utilizaram-se modelos de regresséo considerando
variaveis de confundimento como idade e sexo, além de buscar individuos que
apresentassem condi¢cdes sécio-econdmicas semelhantes; (2) mesmo diante das
diversas estratégias de recrutamento, o numero reduzido de participantes limitou o
poder estatistico para detectar diferenca na variavel primaria — zinco no plasma —
entre os grupos; (3) erros sisteméticos e aleatdrios na avaliagdo do consumo
alimentar e dietético, porém os dados foram coletados por profissionais treinados,
tomando cuidado em garantir a maior fidedignidade das informacdes do teor de
zinco nas tabelas de composi¢cao de alimentos utilizadas.

Resultados complementares desse estudo acerca do consumo alimentar
e dietético dos individuos com SM serdo explorados em um segundo artigo, cujo
objetivo sera identificar as associacdes entre os alimentos cardioprotetores e os
fatores de risco cardiometabdlicos. O manuscrito esta em fase de construcéo e sera
submetido a um periodo de classificacdo B1 para area de Nutricdo na CAPES.

A experiéncia do curso de Mestrado em Nutricdo da UFRN oportunizou
ampliar o conhecimento na &rea de nutricAo experimental, estudo com
micronutrientes, além de ter sido uma grande oportunidade de aprendizado
multidisciplinar. Neste periodo, houve uma evolugdo consideravel do conteudo
tedrico-pratico, ampliando as possibilidades de atribuicbes e despertando para
atividades de ensino, pesquisa e extensao.

Ressalta-se que no decorrer do mestrado foram produzidos até o
momento 5 resumos, envolvendo temas relacionados aos dados coletados para a
dissertacdo de mestrado, os quais foram apresentados em congressos cientificos

locais e nacionais:
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1. Associagdo entre fatores dietéticos e os componentes da sindrome metabdlica -
13° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricao
2015.

2. Avaliacdo do controle metabdlico de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 - Il
Congresso Norte e Nordeste de Nutricdo Clinica e Esportiva - Connae 2016.

3. Perfil antropométrico e habitos de vida de adultos e idosos com
diabetesmellitustipo 2 - XXIV Congresso Brasileiro de Nutricdo - Conbran 2016.

4. Efeito do controle glicémico sobre a zincuria em pacientes com
diabetesmellitustipo 2 - XXIV Congresso Brasileiro de Nutricdo - Conbran 2016.

5. Relacdo entre o consumo de energia, macronutrientes e fibra com perfil
metabdlico em pacientes com diabetes tipo 2 - XXIV Congresso Brasileiro de
Nutricdo - Conbran 2016.

Além disso, dois Trabalhos de Concluséo de Curso do Curso de
Graduacdo em Nutricdo e um do Curso de Graduacdo em Farmacia foram
elaborados a partir de dados coletados para esta dissertacdo. Um desses trabalhos
me proporcionou a oportunidade de participar como coorientadora. Ao longo do
periodo de pés-graduacdo, nosso grupo de pesquisa realizava reunides cientificas
para discussdo de artigos cientificos e projetos de pesquisa de outros colegas, bem
como respectivos desenhos de estudo e metodologias aplicadas. Estes momentos
proporcionaram estudo continuo e atualizado de assuntos pesquisados pelo grupo,
bem como direcionaram a um pensamento critico e reflexivo acerca do estudo
cientifico.

Além disso, tive a oportunidade impar de participar na organizacédo e
elaboracio de de acdo de extensao intitulado “I| CAPACITACAO DE PESQUISA EM
NUTRICAO (I CAPEN)*, na fungao de ministrante, cujo publico alvo foram os alunos
alunos de graduacao e pos-graduacao.

A experiéncia de Mestrado Académico em Nutri¢cdo, trouxe, além de todo
0 conhecimento adquirido, a oportunidade de trabalhar com profissionais de
diferente areas de conhecimento, com pacientes e, principalmente, oportunizou a
retomada dos estudos. Isso trouxe a certeza que a busca pelo conhecimento néao
deve parar e é construida ao longo da vida. Além disso, ampliou meus pensamentos

para futuros trabalhos, focando a pesquisa em prol da sociedade.
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APENDICE 1

Variaveis auxiliadoras e equacdes para imputacdo de dados faltantes.

As equacbes em cadeia empregaram a ingestao, hemoglobina,
circunferéncia da cintura e altura como variaveis auxiliadoras (variaveis nao
consideradas na analise principal, mas (teis na imputacdo por estarem
correlacionada com as variaveis com dados faltantes), bem como as demais
variaveis de interesse e disponiveis do estudo. As equacdes em cadeia foram

assim construidas:

Quadro 1. Esquema das equacdes em cadeia para imputacao multipla.

Variavel o _
_ Variaveis empregadas para imputar
imputada
Zinco no eritrocito (ug/ml) / Zinco no eritrécito (ug/g hb) /
Zinco no plasma / Razao zinco-creatinina / Zinco na urina / IMC/
HOMA-IR

Ingestéo (Kcal) / Grupo /Fenétipos / Glicemia de jejum /
Carboidrato ajustado / Circunferéncia da cintura

Zinco no eritrocito (ug/ml) / Zinco no eritrécito (ug/g hb) / Zinco no
plasma/ Zinco na urina / sexo / Zinco dietético ajustado / Colesterol
Triglicerideos | total / colesterol ndo HDL-c /AGS ajustado /Grupo Fenotipos
/Gordura total (Kcal) ajustada / Glicemia de jejum /HDL-c / AGMI

ajustada /Hipolipemiante / Gordura total (g) ajustada

Triglicerideos /Zinco no eritrécito (ug/g hb) / Zinco no plasma /

Zinco no Zinco na urina / IMC /Razéo cintura -quadril /Zinco dietético
eritrocito | ajustado / AGS (g) ajustado / Antihipertensivo /Grupo /Fenétipos
(ug/ml) | /Gordura total (Kcal) ajustada / Carboidrato (g) ajustado /AGMI (g)

ajustado / Circunferéncia da cintura /Gordura total (g) ajustada

Triglicerideos /Zinco no eritrécito (ug/ml) / Zinco no plasma / Zinco
Zinco no na urina / IMC /Razéo cintura -quadril /Zinco dietético ajustado /

eritrécito | AGS (g) ajustado / Antihipertensivo /Grupo /Fenoétipos /Gordura total
(1g/g hb) (Kcal) ajustada /Carboidrato (g) ajustado /AGMI (g) ajustado /

Circunferéncia da cintura /Gordura total (g) ajustada
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Zinco no

plasma

HOMA-IR /Triglicerideos /Zinco no eritrocito (pg/ml) / Zinco no
eritrécito (ug/g hb) / LDL-c /Zinco na urina / Insulina / Idade / Sexo
/Zinco dietético ajustado / PAS / PAD / Colesterol toral /Colesterol
nao HDL-c / Altura /Grupo /AGMII (g) ajutado / Circunferéncia da

cintura / Hipolipemiante

LDL-c

HOMA-IR /Triglicerideos /Zinco no eritrdcito (ug/ml) / Zinco no
eritrocito (ug/g hb) / Zinco no plasma / Razéo zinco-creatinina /
HbA1lc /Zinco na urina / Insulina / PAD / Colesterol toral /Colesterol

nao HDL-c /Grupo /HDL-c / Hipolipemiante

HbAlc

HOMA-IR /Triglicerideos /Zinco no eritrdcito (ug/ml) / Zinco no
eritrocito (ug/g hb) / Zinco no plasma / LDL-c /Razéo zinco-
creatinina /Zinco na urina / Insulina /Idade / Hemoglobina /Grupo /
Glicemia de jejum /HDL-c / AGMI (g) ajustado

Zinco na

urina

HOMA-IR /Zinco no eritrécito (ug/ml) / Zinco no eritrécito (ug/g hb) /
Zinco no plasma / LDL-c / Razéo zinco-creatinina /Sexo /Zinco
dietético ajustado / Altura / Fibra Total (g) /Ingestéao (Kcal) /AGS (g)
ajustado /Grupo /Gordura total (Kcal) ajustada / Glicemia de jejum
/Carboidrato (g) ajustado / Circunferéncia da cintura / Gordura total

(9) ajutada

PCR-HS

Zinco no eritrécito (ug/g hb) / ldade / Sexo /IMC /Razao cintura-
quadril /Zinco dietético ajustado / Grupo /Fendtipos / Glicemia de
jejum /Carboidrato (g) ajustado /Circunferéncia da cintura / Proteina

(9) ajustada

Insulina

HOMA-IR /Zinco no eritrécito (ug/ml) / Zinco no eritrocito (ug/g hb)
/Zinco no plasma / Razéo zinco-creatinina /HbAlc /Zinco na urina /
IMC /Zinco dietético ajustado / PAS /Grupo /Fendétipos /Gordura
total (Kcal) ajustado / Glicemia de jejum /AGMII (g) ajutada /

Circunferéncia da cintura / Gordura total (g) ajustado
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO STATUS DE ZINCO EM PACIENTES COM SINDROME
Pesquisador: KARINE CAVALCANTI MAURICIO DE SENA EVANGELISTA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 38566914.5.0000.5292

Instituicao Proponente: Departamento de Nutricdo

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 970.705
Data da Relatoria: 27/02/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de Dissertacdo de mestrado do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da
Saude.Sera do tipo caso-controle com pacientes adultos e idosos portadores de Sindrome metabdlica
(SM)atendidos no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital Universitario Onofre Lopes € no ambulatorio
do Departamento de Nutricdo da UFRN. Os sujeitos serdo avaliados de acordo com os critérios do National
Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel (NCEP/ATPIII). Sera realizada avaliac&o nutricional
(peso, altura, circunferéncia da cintura), aplicacdo do recordatério de 4 horas, afericdo da presséo
arterial,analises bioquimicas de perfil lipidico, glicEmico e insulina e de zinco plasmatico, eritrocitario e
urinario.

Objetivo da Pesquisa:

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o status de zinco em pacientes com SM e fatores clinico-nutricionais associados.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a populag&o quanto a idade, sexo e estado nutricional antropométrico;

- Identificar diferencas entre as concentragdes plasmatica, eritrocitaria e urinaria de zinco entre os grupos
estudados;

- Avaliar a ingestao de energia, macronutrientes e zinco dos pacientes estudados;

- Associar os parametros de avaliagdo do zinco com os componentes especificos da SM;
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- Correlacionar os parametros de avaliacdo do status de zinco com a ingestéo de zinco.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos serdo minimos, porém, pode acontecer um desconforto proveniente da coleta de sangue como,
por exemplo, manchas roxas no local da coleta. Pode ainda, ocorrer desconfortos ao realizar as medidas de
peso, altura e largura da cintura e/ou ao informar sobre a alimentac&o. Os riscos/desconfortos serdo
minimizados COM A utilizacdo de material estéril e a coleta realizada por um técnico experiente. As
informacdes relatadas durante a coleta de dados seréo realizadas em local reservado por profissionais
treinados. Serdo respeitadas as rea¢cdes emocionais que possam interferir nos procedimentos, prevalecendo
a vontade e bem-estar dos sujeitos. Caso ocorra alguma intercorréncia os cuidados seréo providenciados
pela equipe.

BENEFICIOS

Oferecer aos participantes uma avaliacdo nutricional completa a partir das informacgées do peso, altura,
largura da cintura e alimentac&o. Além disso, sera realizada uma avaliacdo das concentracdes de zinco e
das outras substancias do sangue. A partir desses resultados seréo dadas orientagtes adequadas para
alimentac¢io, diminuindo os riscos para o desenvolvimento de outras doencgas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

E um projeto de relevancia cientifica, estda bem justificado e com objetivos claros. O métedo esta bem
definido e descrito o0 que caracteriza sua viabilidade de execucdo, uma vez que segue os preceitos éticos na
realizac&o de pesquisas com seres humanos (resolucdo 466/12), citando os riscos e como minimiza-los e os
beneficios do estudo.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O pesquisador apresentou todos os termos obrigatérios ao CEP: Carta de anuéncia, Declaracdo da
instituicdo proponente, folha de identificacdo do pesquisador, folha de rosto da Plataforma Brasil e projeto
detalhado da PB, projeto completo, TCLE (para o grupo caso & grupo controle)e o termo de autorizacdo de
uso de prontuarios.

Recomendacgoes:

Acrescentar as sugestdes anteriores, no projeto de pesquisa, uma vez que néao foi modificado.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

O pesquisador realizou as modificagbes sugeridas anteriormente pelo CEP.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

NATAL, 03 de Marco de 2015

Assinado por:
Joao Carlos Alchieri

(Coordenador)
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