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RESUMO

AGUIAR, H.D.S.P. Estado nutricional relativo ao zinco e estresse oxidativo em
estudantes universitarios. 2014. Dissertagcdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias e Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-Pl.

INTRODUCAOQ: Estudantes universitarios tendem a adotar condutas de satide pouco
saudaveis, em especial refeicdes nutricionalmente desequilibradas. A alimentacdo
inadequada parece contribuir com o aumento do estresse oxidativo e risco para
surgimento de doengas cronicas ndo transmissiveis. Nesse contexto, o zinco (Zn) tem
papel importante por integrar o sistema antioxidante. Este estudo avaliou a relacao
entre, estado nutricional relativo ao zinco e estresse oxidativo em estudantes
universitarios. METODOS: Estudo de corte transversal, com 242 universitarios, de
ambos os sexos, idade entre 20 e 30 anos. Foram realizadas medidas do indice de
massa corpoérea (IMC) e da circunferéncia da cintura (CC). A andlise da ingestédo de
calorias, macronutrientes e Zn foi realizada utilizando o método do registro alimentar
de trés dias. O padrao de ingestdo de referéncia para os macronutrientes foi a faixa
de distribuicdo aceitavel de macronutrientes (IOM, 2005). Para a estimativa da
prevaléncia da ingestdo inadequada de Zn foi utilizado a Estimated Average
Requeriment (EAR) como valor de referéncia. As concentragbes plasméticas e
eritrocitarias do mineral foram determinadas por espectrofotometria de absor¢éo
atbmica de chama. A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi
determinada segundo a metodologia do fabricante Randox, e as concentracées do
malondialdeido (MDA), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/PDA). Os
dados foram analisados no programa SPSS for Windows 18.0, adotando-se o nivel de
significancia de 5% na deciséo dos testes. RESULTADOS: Os valores de ingestéao de
macronutrientes encontravam-se dentro das faixas de recomendacdo. Observou-se
que a média da concentracao de Zn estava acima da EAR em ambos 0s sexos. Por
outro lado, o percentual de inadequacdo desse mineral foi de 27,09% para 0s
estudantes do sexo masculino e de 16,85% para o feminino. Os estudantes
apresentaram concentracdes médias de Zn no eritrocito inferiores aos pontos de corte.
As concentragfes plasmaticas de Zn estavam adequadas para o sexo masculino em
relacéo ao feminino (p<0,05). A atividade da enzima SOD encontrava-se dentro dos
valores de normalidade, enquanto que a média do MDA foi inferior aos valores de
referéncia, sendo que ambos os resultados néo diferiram entre os géneros (p>0,05).
Houve correlacdo negativa entre o Zn plasmatico e a SOD (p<0,05) e positiva entre o
Zn eritrocitario e a atividade dessa enzima (p<0,05). Nao houve correlacdo entre os
parametros do Zn e o MDA (p>0,05). CONCLUSAO: Os estudantes apresentaram
comprometimento nutricional relativo ao indice de massa corpérea (IMC) e as
concentracdes de Zn eritrocitario. A correlacao positiva entre a atividade da SOD e as
concentracdes eritrocitarias de Zn reforga a participacdo desse mineral no sistema de
defesa antioxidante, atuando indiretamente como protetor da peroxidagao lipidica nas
membranas celulares.

Palavras-chave: Estudantes. Zinco. Estresse Oxidativo. Super6xido Dismutase
(SOD). Malondialdeido (MDA).



ABSTRACT

AGUIAR, H.D.S.P. Nutritional state relative to zinc and oxidative stress in
university students. 2014. Thesis (Master’s degree) - Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncias e Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-Pl.

INTRODUCTION: University students tend to adopt unhealthy health behaviors,
especially nutritionally unbalanced meals. Inadequate diet seems to contribute to
increased oxidative stress and risk for the emergence of chronic nhon-communicable
diseases. In this context, zinc (Zn) plays an important role in integrating the antioxidant
system. This study evaluated the relationship between zinc-related nutritional status
and oxidative stress in university students. METHODS: A cross-sectional study with
242 university students, of both genders, aged between 20 and 30 years. Body mass
index (BMI) and waist circumference (WC) measurements were taken. Analysis of
calorie, macronutrient and Zn intake was performed using the three-day food record
method. The reference intake pattern for macronutrients was the acceptable
macronutrient distribution range. To estimate the prevalence of inadequate intake of
Zn, the Estimated Average Requirement (EAR) was used as a reference value. Plasma
and erythrocyte concentrations of the mineral were determined by flame atomic
absorption spectrophotometry. The activity of the enzyme superoxide dismutase
(SOD) was determined according to the methodology of the manufacturer Randox, and
the concentrations of malondialdehyde (MDA), by high performance liquid
chromatography (HPLC/PDA). Data were analyzed using the SPSS for Windows 18.0
program, adopting a significance level of 5% in the decision of the tests. RESULTS:
Macronutrient intake values were within the recommended ranges. It was observed
that the mean concentration of Zn was above the EAR in both genders. On the other
hand, the percentage of inadequacy of this mineral was 27.09% for male students and
16.85% for female students. The students had mean Zn concentrations in the
erythrocyte below the cut-off points. Plasma concentrations of Zn were adequate for
males compared to females (p<0.05). The activity of the SOD enzyme was within the
normal range, while the average of MDA was lower than the reference values, and
both results did not differ between genders (p>0.05). There was a negative correlation
between plasma Zn and SOD (p<0.05) and a positive correlation between erythrocyte
Zn and the activity of this enzyme (p<0.05). There was no correlation between Zn
parameters and MDA (p>0.05). CONCLUSION: The students presented nutritional
impairment related to body mass index (BMI) and erythrocyte Zn concentrations. The
positive correlation between SOD activity and erythrocyte concentrations of Zn
reinforces the participation of this mineral in the antioxidant defense system, acting
indirectly as a protector of lipid peroxidation in cell membranes.

Keywords: Students. Zinc. Oxidative stress. Superoxide dismutase (SOD).
Malondialdehyde (MDA).
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1. INTRODUCAO

O ingresso para o ensino superior pode apresentar desafios significativos para
uma alimentacéo saudavel. Esse periodo normalmente ocorre durante o inicio da vida
adulta, sendo caracterizado pela independéncia e adocao de novos comportamentos,
dentre eles habitos e escolhas alimentares. Dentre os fatores que influenciam na ma
alimentacao, levando ao aumento na ingestéo calérica, podem ser citados: dificuldade
em adquirir e preparar suas proprias refeicdes, o estresse e o elevado consumo de
alcool (KELLY; MAZZEO; BEAN, 2013; PODDAR et al., 2012).

Segundo Aguero, Garcia e Gaete (2013) as mudancas nos habitos
alimentares dos estudantes podem levar ao aumento da prevaléncia de doencas
cronicas nao transmissiveis e diminuicdo do consumo de nutrientes essenciais, como
vitaminas e minerais. Nesse contexto, ressalta-se a importancia do zinco (Zn), como
micronutriente essencial para a saude humana, envolvido no ciclo de vida normal
(LOWE; FEKETE; DECSI, 2009; MOHAMMAD et al., 2012).

O zinco protege a célula contra a acéo dos radicais livres por diferentes vias
bioquimicas: estabilizando a estrutura da membrana celular, mantendo niveis
adequados de metalotioneinas, e como componente essencial da enzima superéxido
dismutase (SOD) (CHASAPIS et al., 2012; RAHMAN, 2007). Dessa forma, a redugéo
na disponibilidade de zinco esta associada a alteracdes nos componentes de defesa
antioxidantes e aumento nos danos oxidativos celulares, incluindo maior oxidacéo de
lipidios, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) (JOMOVAA; VALKO 2011;
OTEIZA, 2012; PRASAD, 2009).

O estresse oxidativo tem sido objeto de inUmeras investigacfes, uma vez que
este pode provocar multiplas consequéncias, dentre elas a peroxidacao lipidica, que
pode estar associada a patogénese de diversas doencas cronicas ndo transmissiveis,
como cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (ALBAYRAK et al., 2013; COSTA;
BADAWI; EL-SOHEMY, 2012; FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013; YAO,;
KESHAVAN, 2011; YUBERO-SERRANO et al., 2014).

No presente tem-se identificado crescente interesse sobre as funcdes
antioxidantes do zinco, e sua relacdo com o desenvolvimento do estresse oxidativo,
em funcdo do mesmo desempenhar papel central na progressao de doencas crbnicas

ndo transmissiveis, doencas neurogenerativas e envelhecimento. Nesse sentido, é
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importante a realizacdo de pesquisas com vistas a melhor compreensao acerca do
papel de nutrientes com acéo antioxidante sobre o estresse oxidativo.

Considerando a importancia do zinco como antioxidante, e alteragdes
metabdlicas promovidas pelo estresse oxidativo, julga-se importante realizacdo de
estudos que investiguem o perfil nutricional relativo ao zinco e sua correlacdo com o
estresse oxidativo, na perspectiva da identificacdo de biomarcadores que possam ser

utilizados na prevencéo e controle de doencas crénicas ndo transmissiveis.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Perfil do estudante universitario e alimenta¢cdo saudavel

O ingresso na universidade é caracterizado por alteracdes onde os alunos
exploram novos ambientes e adotam novos comportamentos, dentre eles destaca-se
as escolhas alimentares (COSTA et al., 2007). Estudantes universitarios apresentam
hébitos alimentares mais saudaveis do que jovens que ndo estudam ou que , como
possuam graduacgdo, e ainda assim, ndo apresentam um estilo de vida saudavel
(PAIXAO; DIAS; PRADO, 2010).

A inabilidade para realizar tarefas domésticas como preparo e planejamento
das refeicoes, bem como a gestdo de financas, juntamente com fatores
psicossociais, estilo de vida e situacdes proprias do meio académico, podem resultar
em omissdo de refeicdes, consumo de lanches rapidos e ingestdo de refeicdes
nutricionalmente desequilibradas (PETRIBU; CABRAL; ARRUDA, 2009).

Na perspectiva de tracar o perfil do habito alimentar de estudantes
universitarios, pesquisas realizadas no Brasil (PAIXAO; DIAS; PRADO, 2010;
MONTEIRO et al., 2009; FERREIRA et al., 2012) e em outros paises (LAZAREVICHI,
IRIGOYEN-CAMACHO; VELAZQUEZ-ALVA, 2013; PODDAR et al., 2012; AGUERO;
GARCIA; GAETE, 2013; BURRIEL et al., 2013; AZADBAKHT; ESMAILLZADEH,
2012) tém mostrado que a maioria dos alunos possui comportamentos alimentares
alterados, como dificuldade em comer regularmente, desejo aumentado por
carboidratos simples; baixa ingestdo de produtos lacteos, frutas e verduras, o que
reflete no reduzido consumo de minerais, vitaminas e fibras; além do alto consumo de
alimentos ricos em gordura saturada e colesterol.

Sobre esse aspecto, o mau habito alimentar € considerado um importante
problema de saude publica que possui grande implicacdo econémica (DESHPANDE;
BASIL; BASIL, 2009), e refletindo em situacdo de risco para o desenvolvimento de
varios agravos a saude, especialmente as doencas cronicas ndo transmissiveis
(PAIXAO; DIAS; PRADO, 2010).

Nesse sentido, a alimentacdo saudavel mostra-se relevante, & medida que,

assegura a sobrevivéncia do ser humano, fornece energia e nutrientes necessarios
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ao bom funcionamento do organismo, contribui para a manutencdo do estado de
saude fisico e mental, além de desempenhar um papel fundamental na prevencéo de
certas doencas como obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes e cancer.
(BRASIL, 2005).

2.2 Zinco: aspectos bioguimicos, metabdlicos e nutricionais

O zinco é o segundo elemento traco mais prevalente no corpo. Sua
essencialidade para ratos e camundongos foi descoberta na década de 30, para
suinos em 1955, e nos os seres humanos em 1963. Desde entdo o zinco vem
adquirindo maior importancia tanto na saude publica quanto na pratica clinica (KING,
2011; MOHAMMAD et al., 2012; SOLOMONS, 2013; TOMAT et al., 2011).

Fisiologicamente, cerca de 98% do total de zinco no organismo esté localizado
no compartimento intracelular, e a maior parte ligado as proteinas, cuja distribui¢cao é
de cerca de 40% no nucleo e de 50% no citoplasma. E encontrado em todos os tecidos
e secrecfes do corpo, com maior concentracdo nos musculos e 0ssos (85%),
seguidos de pele e figado (11%). No organismo adulto sua quantidade média é de 1,4
a 2,3 g (BHOWMIK et al., 2010; CHASAPIS et al., 2012; KING, 2011; LITTLE et al.,
2010).

Recentemente foi estimado que o zinco participa de mais de 2700 enzimas,
sendo que em aproximadamente 70% destas possui funcdo catalitica, podendo
também desempenhar funcéo estrutural, agir como substrato ou atuar como regulador
da atividade enzimética (OTEIZA, 2012).

Como componente de enzimas, denominadas metaloenzimas, 0 zinco
participa de rea¢6es no sitio ativo, ou na integridade estrutural da enzima, a exemplo
da enzima cobre/zinco superdxido dismutase (Cu/ZnSOD), em que o cobre esta no
sitio ativo e 0 zinco na estrutura enzimatica (SAMMAN, 2007; KING, 2011).

Atua em varios aspectos do metabolismo celular, como crescimento,
desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase celular. Desempenha importante papel
no metabolismo do DNA e acido ribonucleico (RNA), na regulacdo da expressao
génica e na sintese proteica. E necessario para o desenvolvimento e fun¢&o normal
das células mediadoras da imunidade inata, dos neutrofilos e das células natural Killer
(CHASAPIS et al., 2012; KING, 2011; LOWE; FEKETE; DECSI, 2009; MOHAMMAD
et al., 2012; PRASAD, 2012).
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Além das funcgdes ja citadas, o zinco também é fundamental na cicatrizacéo
de feridas, na mineralizacdo 6ssea, na producdo de espermatozoéides, na acuidade
visual, no crescimento fetal, na regulagdo do pH do liquido corporal, e recentemente
reconhecido como neuromodulador (ARAS; AIZENMAN, 2011; BHOWMIK;
CHIRANJIB; KUMAR, 2010; CHASAPIS et al., 2012).

A funcao do zinco como modulador do estresse oxidativo tém sido apontado
como um aspecto sensivel no equilibrio redox. As propriedades antioxidantes do zinco
tém sido demonstradas in vitro e in vivo e varios desses mecanismos foram
elucidados. Estes mecanismos incluem a protecdo de grupos sulfidrila contra a
oxidacdao, inibicdo direta da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
metais de transicdo, modulacdo do N-metil-D-aspartato (NMDA) e participacdo na
enzima antioxidante Cu/ZnSOD (ANDRIOLLO-SANCHEZ et al., 2008; LITTLE et al.,
2010; MOHAMMAD et al., 2012; OTEIZA, 2012; PRASAD, 2008).

O zinco é encontrado em ampla variedade de alimentos: carnes vermelhas,
principalmente a bovina, a de cordeiro e o figado, peixes, ostras, feijdes, nozes,
cereais integrais e produtos lacteos. No entanto, sua biodisponibilidade pode ser
reduzida em funcdo da presenca de fatores dietéticos que comprometem a sua
absorcdo (LOWE; FEKETE; DECSI, 2009; MOHAMMAD et al., 2012; ROMANA et al.,
2011; TOMAT et al., 2011).

A biodisponibilidade de zinco é maior em alimentos de origem animal do que
em de origem vegetal, pois nestes Ultimos a presenca elevada de fitatos inibem a
absorcdo do zinco. Sua absorcdo também é prejudicada pela presenca de célcio,
lignina, hemicelulose e fosfopeptideos. Por outro lado, proteina, histidina, metionina,
citrato e o &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) s&o reconhecidos como
promotores da absorcao do zinco (FAA et al., 2008; GIBSON, 2012; HAMBIDGE et
al., 2008; MILLER; KREBS; HAMBIDGE, 2013; SAPER; RASH, 2010).

O zinco é absorvido no intestino delgado, principalmente por meio de
processos mediados por transportadores. Ao contrario do ferro a absorcéo intestinal
do zinco € determinada pela ingestdo do nutriente e ndo pelo estado nutricional
(LOWE; FEKETE; DECSI, 2009; SOLOMONS, 2013). A ingestdo de referéncia do
zinco estabelecida pelo Institute of Medicine para homens e mulheres acima de 19
anos é de 11 mg/dia e 8 mg/dia, respectivamente (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002a).

A albumina é responséavel por 70% do transporte do zinco no soro, o restante

do zinco esta ligado a macroglobulina (18%) e outras proteinas, como transferrina e
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ceruloplasmina (GIBSON, 2012).

O armazenamento de zinco no corpo é limitado, sendo facilmente esgotado,
ndo podendo ser compensado por longos periodos de restricdo alimentar
(HAMBIDGE, et al., 2008; MARET, SANDSTEAD, 2006; SAPER; RASH, 2010).
Atualmente sua deficiéncia € um importante problema de saude publica mundial.
Cerca de dois milhdes de pessoas nao ingerem quantidades adequadas de zinco
(INTERNATIONAL ZINC NUTRITION CONSULTATIVE GROUP, 2004).

Dermatite pustular bolhosa, alopecia, diarréia, disturbio emocional, perda de
peso, infeccBes intercorrentes, hipogonadismo em homens, distlrbios neuro-
sensoriais, e problemas de cicatrizacdo de Ulceras sao algumas das manifestades da
deficiéncia grave de zinco (PRASAD, 2012).

2.3 Estresse oxidativo

Espécies reativas pré-oxidantes sao substancias enddgenas ou
exdgenas que possuem a capacidade de oxidar moléculas alvo. Radicais livres (RL)
sdo espécies cuja reatividade resulta da presenca de um ou mais elétrons
desemparelhados na estrutura atébmica (HALLIWELL, 2007). Nesse sentido, proé-
oxidantes incluem espécies reativas, radicais e nao radicais, de oxigénio (EROs), de
nitrogénio (ERNSs), derivados de carbono (ERC) e de enxofre (ERS), sendo as EROs
consideradas as principais responsaveis por alteracbes de macromoléculas
(BARRERA, 2012; WU; KOSTEN; ZHANG, 2013).

A geracdo de radicais livres ocorre naturalmente, em concentra¢cdes minimas,
nas mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, reticulo endoplasmatico, membranas
plasmaticas e no interior do citosol, sendo a mitocondria a principal fonte geradora de
EROs, por meio da cadeia transportadora de elétrons (BARBOSA et al., 2010).

Durante a reducéo tetravalente do oxigénio, na mitocondria, cerca de 2% a
5% do oxigénio metabolizado s&o desviados para outra via metabdlica, e reduzidos
de forma univalente, dando origem aos radicais livres superoxido (O2), hidroxila (OH-
) e 0 peréxido de hidrogénio (H202) (AZIZBEIGI et al., 2013; BARBOSA et al., 2010;
SMALL et al., 2012; VITALE, SALVIOLI, FRANCESCHI, 2013).

O estresse oxidativo é uma condicao de desequilibrio entre substancias pré e
antioxidantes, com formacdo de quantidades excessivas de espécies reativas
(ZHENG et al., 2011). O equilibrio entre essas substancias € determinado por
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mecanismos enzimaticos enddgenos, e também por fatores exdgenos, como estilo de
vida, medicamentos e dieta (GOODMAN et al., 2008).

Estudos tém relacionado o estresse oxidativo ao desenvolvimento e
progressdo de diversos estados patologicos, a exemplo da disfuncdo endotelial,
hipertensédo arterial, doenca cardiovascular, doenca pulmonar obstrutiva crénica,
cancer, diabetes e doencas neurodegenerativas (CENCIONI et al., 2013; YASUDA et
al., 2013; YUBERO-SERRANO et al., 2014).

Segundo Neves et al. (2012), quando a producéo de radicais livres e/ou
espécies reativas supera a capacidade de acéo dos antioxidantes, ocorre um aumento
na oxidacdo de biomoléculas como proteinas, lipidios, hidratos de carbono e de DNA,
resultando em danos a orgdos e tecidos (Figura 01), e gerando metabdlitos
especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e

quantificados.

Figura 01 — Relacdo entre producdo de espécies reativas, estresse oxidativo,

desenvolvimento de doencas e papel dos antioxidantes e variacdo genética.
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Fonte: Figura adaptada de COSTA; BADAWI; EL-SOHEMY (2012).
EROS= Espécies reativas de oxigénio; ERNS = Espécies reativas de nitrogénio; CVD = Doencas

Cardiovasculares; DMT2 = Diabetes Mellitus Tipo 2.

Biomarcadores potenciais do estresse oxidativo tém sido extensivamente
pesquisados na literatura. Dentre esses, destaca-se 0 malondialdeido (MDA), um
metabdlito secundario da peroxidacdo lipidica que vem sendo amplamente
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empregado como biomarcador geral do dano oxidativo, por ser um dos subprodutos
mais estaveis da peroxidacao lipidica (FRANCA et al., 2013; KHARE et al., 2014;
PINAZO-DURAN et al., 2014).

Para proteger os sistemas biologicos da toxicidade dos radicais livres, existem
varios mecanismos de defesa. O sistema antioxidante destaca-se como o principal
sistema contra as EROs, tendo a funcdo de prevenir os danos oxidativos provocados
pelos radicais livres nas moléculas biologicas e nas células (HALLIWELL, 2009;
RAHAL et al., 2014; WU; KOSTEN; ZHANG, 2013).

O corpo humano possui um poderoso sistema de defesa antioxidante,
composto por antioxidantes enddégenos e por substancias exdgenas, obtidas da dieta.
O sistema enddgeno é composto pelas proteinas, albumina, bilirrubina e glutationa; e
pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), tioredoxina redutase, glicose-6-fosfato-desidrogenase e glutationa redutase
(GSH) (EDEAS, 2011; FRANCA et al., 2013; HANAFY, SELIM, 2012; WANG; CHUN;
SONG, 2013).

A SOD, GPx e CAT sdao consideradas enzimas antioxidantes primarias, por
estarem envolvidas na eliminacdo direta de espécies reativas de oxigénio (YUBERO-
SERRANO et al., 2014). A SOD catalisa a converséo de radicais superéxido (0%) em
peroxido de hidrogénio (H202). As enzimas CAT e GPx convertem o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013).

A integracdo destas ultimas enzimas é de grande importancia, uma vez que a
reacdo do H202 com metais de ferro e cobre, a partir das reacdes de Fenton e Haber-
-Weiss, culmina na geracédo do radical OH®, contra o qual ndo ha sistema enzimatico
de defesa. (Figura 02) (BARBOSA et al., 2010; VALKO et al., 2007).

E bem estabelecido que antioxidantes exdgenos, obtidos da dieta, s&o
indispensaveis para a defesa apropriada contra oxidacéo e, portanto, ttm importante
papel na manutencdo da saude, tais como as vitaminas A, C e E, e cofatores
enzimaticos como cobre, zinco, manganés, ferro e selénio, necessarios para a
atividade das enzimas SOD, CAT e GPx, respectivamente (CERQUEIRA,;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; MANZANARES et al., 2012; SERAFINI, 2006).



Referencial Bibliogrdfico 27

Figura 02 — Sitios celulares de geracéo de radicais livres e interacdes.
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Fonte: Figura adaptada de SMALL et al. (2012)

2.4 Enzima Supero6xido Dismutase

As SODs estéo entre as enzimas antioxidantes que protegem as células dos
ataques das EROs e acredita-se que sejam as primeiras linhas de defesa do
organismo contra o estresse oxidativo (FRIDOVICH, 1995; KAWAMATA; MANFREDI,
2010).

O anion superodxido € uma ERO altamente reativo, produto da transferéncia
de um elétron para o oxigénio molecular. Os radicais superéxidos prejudicam as
funcBes de células e tecidos por oxidagéo e degradacdo de moléculas biologicamente
importantes, como proteinas, lipidios e DNA (KLOPPEL et al., 2010; VASILAKI et al.,
2006).

O radical superoxido pode interagir com outras moléculas para gerar espécies
reativas de oxigénio secundarias, seja diretamente ou através de enzimas ou
catalisado por metais (FATEHI-HASSANABAD et al.,, 2010). Na reacéo de Haber-
Weiss o radical superoxido pode interagir com o peroxido de hidrogénio, formando o
radical hidroxila, que é altamente reativo (VALKO et al., 2007).

A SOD atua catalisando a converséo de radicais superéxido para peroxido de
hidrogénio, que posteriormente pode ser reduzido a agua através da acdo da enzima
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GPx (Figura 03) (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; GHOSH et al., 2013; KAWAMATA;
MANFREDI, 2010; MULLER et al., 2006).

Figura 03 — Mecanismo comum de acdo das SODs.
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Em mamiferos foram identificadas e caracterizadas trés isoformas distintas da
enzima SOD: cobre-zinco superdxido dismutase (Cu/ZnSOD ou SOD 1), manganés
superéxido dismutase (MNnSOD ou SOD 2) e superéxido-dismutase extracelular
(ECSOD ou SOD 3), cada uma ¢é codificada por um gene diferente e possui
localizagdo celular distinta (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; GHOSH et al., 2013;
NEVES et al., 2012; PARGE; HALLEWELL; TAINER, 1992).

A SOD1 esta localizada principalmente no citoplasma, a SOD2 na mitocéndria
e a SOD3 no meio extracelular. Esta localizagdo subcelular distinta das isoformas da
SOD é particularmente importante para a sinalizacdo redox compartimentada. O
mecanismo de dismutacdo de O2 para H202 pela SOD envolve reducgéo e reoxidagao
de um metal de transi¢&o no sitio ativo da enzima, como cobre (Cu) e manganés (Mn)
(FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011; MOHAMMEDI et al., 2011; NEVES et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Avaliar o estado nutricional relativo ao zinco e o estresse oxidativo em estudantes

universitarios.

3.2- Objetivos Especificos

Analisar o consumo e a adequacao nutricional para macronutrientes e zinco em
estudantes universitarios;

» Avaliar os indices antropométricos dos estudantes;

» Analisar as concentracfes plasmaticas e eritrocitarias do zinco;

= Determinar a atividade da enzima superoéxido dismutase;

= Determinar as concentragdes de malondialdeido;

= Verificar a correlacdo entre as concentragdes de zinco com o malondialdeido e

a atividade da enzima superoéxido dismutase nos universitarios.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Caracterizacédo do estudo e sujeitos da pesquisa

O estudo de natureza transversal foi realizado em 242 estudantes
universitarios, de ambos os sexos, na faixa etaria entre 20 e 30 anos, regularmente
matriculados em cursos de graduacdo na Universidade Federal do Piaui (UFPI). A
pesquisa teve duracdo de quatro meses, sendo realizada de janeiro a abril de 2013.

A pesquisa, que foi um recorte de um projeto de doutorado da Universidade
de Sdo Paulo (USP), foi aprovada no Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, sob o numero CAAE (Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica) 03935412.1.0000.0067, conforme prevé a
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B) ap6s serem
esclarecidos sobre a pesquisa.

Os dados sociais e antropométricos foram obtidos por meio do preenchimento
de formulario proprio (APENDICE A).

Participaram do estudo os estudantes que atenderam aos seguintes critérios
de elegibilidade: ndo possuir doencas crbnicas ndo transmissiveis (hepéticas,
cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidade e cancer) e disturbio da tireoide; ndo
ter feito uso de suplementacao vitaminico-mineral e/ou de outros medicamentos que
interferissem no estado nutricional relativo ao zinco. Foram excluidos do estudo

atletas de elite, e estudante gravida ou em lactacgéo.

4.2 Plano Amostral

Para o calculo da amostra do grupo estudo, considerou-se a quantidade total
de alunos na faixa etéria de 20 a 30 anos, matriculados em cursos de graduacao
presencial do campus Ministro Petrénio Portela da UFPI, em 2012 (n=8.521). Adotou-
se margem de erro de 5%, intervalo de confianca de 95% e prevaléncia minima de
20% de deficiéncia de zinco no Brasil (IZINCG, 2004), totalizando amostra de 239

estudantes.
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4.3 Protocolo experimental

Os participantes que assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
foram encaminhados ao Laboratorio de Nutricdo Experimental (LANEX) da UFPI para
a colheita de sangue, e determinacédo do Zn, da enzima superoxido dismutase e do
malondialdeido. Por ocasido da coleta de sangue, os pesquisadores realizaram
afericbes de medidas antropométricas, aplicacdo de questionério socioeconémico e

avaliacdo do consumo alimentar.

4.4 Avaliacao do Estado Nutricional

4.4.1 Avaliagdo do consumo alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada utilizando a técnica do
Registro Alimentar (APENDICE C) durante trés dias (dois na semana e um no final de
semana). Os participantes foram orientados quanto a forma correta de preencher o
inquérito alimentar, discriminando o tipo de refeicdo, preparacfes, alimentos,
porcionamento em medidas caseiras, bem como o horario em que foram consumidos.

A composicdo da dieta, em relacdo a energia, macronutrientes e zinco, foi
analisada no programa Nutwin, versao 1.6.0.7. do Departamento de Informética em
Saude da Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP (ANCAO et al., 2002). Os
alimentos com suas respectivas informacfGes nutricionais relativas a energia,
macronutrientes e zinco foram inseridos no programa a partir dos dados da Tabela
brasileira de composi¢do de alimentos (TACO, 2011).

A adequacao da ingestdo de macronutrientes foi analisada pela faixa de
distribuicdo aceitavel de macronutrientes (Acceptable Macronutrient Distribution
Range — AMDR), cujos valores sédo 10 - 35%, 20 - 35% e 45 - 65% para proteinas,
lipideos e carboidratos, respectivamente (IOM, 2005).

A adequacgédo do consumo de nutrientes foi calculada segundo as DRI’'s —
Dietary Reference Intakes (IOM, 2002). Para a estimativa da prevaléncia da ingestéao
inadequada de Zn foi utilizado a Estimated Average Requeriment (EAR) como valor

de referéncia, conforme proposto pelas DRIs (IOM, 2002).
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4.4.2 Andlise dos Dados Dietéticos

Apbs verificar a normalidade da distribuicdo do Zn, os valores de ingestédo
foram ajustados em relacdo a energia pelo célculo do nutriente e corrigidos pela
variabilidade intrapessoal e interpessoal, a fim de evitar distor¢cdes geradas por
diferencas no consumo energético (FISBERG et al., 2005; JAIME et al., 2003;
WILLETT; STAMPFER, 1986). O célculo possui quatro etapas:

Inicialmente utilizando o consumo energético como variavel independente e a
ingestdo de Zn como variavel dependente, realizou-se uma andlise de regressao
linear simples. Utilizando-se a equacéo geral da regressao linear, péde-se determinar
a quantidade estimada de nutriente (Ye) que o individuo deveria consumir com a sua

média de consumo de energia.

[ Equacéo 1 : Ye = 3o + B2 x médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
Ye = quantidade estimada de nutriente
Bo = intercepto da regressao linear simples

B1=tangente

Apo6s aplicagédo dessa formula, o valor encontrado para o nutriente estimado
(Ye) foi subtraido do valor da ingestdo de Zn (Y observado) obtendo-se o valor do

residuo (Y residual).

[ Eauacdo 2:Yr=Yo-Ye ]

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

populacao de estudo.

[ Equacédo 3 :Yc = Bo + (B1x médiado consumo energético da populacéo) ]

Sendo,
Yc = constante

Bo = intercepto da regresséo linear simples
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B1=tangente

A soma da constante encontrada com o valor do residuo (Y residual) de cada
pessoa determina o valor de Zn ajustado (Y ajustado) sem correlagdo com a energia
total consumida.

O valor do nutriente ajustado ou residual (Ya) consiste na soma do Yr e da
constante Yc e refere-se ao valor do nutriente ingerido néo correlacionado com o total
de energia consumida. A média de ingestdo do grupo antes e depois do ajuste em
relacdo a energia permaneceu igual, no entanto houve diminuicdo da dispersao dos

valores e, por conseguinte, do desvio-padrao.

[ Eaquacdo 4:Ya=Yr+ ]

Sendo,

Ya = valor do nutriente ajustado

ApOs o0 ajuste por energia, os valores de zinco foram corrigidos pela
variabilidade intrapessoal e interpessoal. Foi feita a analise de variancia One-way
ANOVA, para se obter o coeficiente de correlacéo corrigido pela variacao intrapessoal
e interpessoal. Por meio da média quadratica intrapessoal fornecida pela ANOVA tém
se o valor da variancia intrapessoal (Sintra?), inerentes ao consumo de zinco (SLATER;
MARCHIONI; FISBERG, 2004).

[ Sinwa® = MQiie |

Onde,

MQintra = Média quadratica intrapessoal

Além da variancia intrapessoal também foi calculada a variancia interpessoal

(Sinterz)I

[ Sinter2 = (MQinter- Sintraz) / K ]

Onde,
MQinter = Média quadrética interpessoal
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K = nuimero de dias de aplicacdo de inquérito alimentar
Em seguida, calculou-se a variancia total (Sobs) da distribuicdo observada, que

é dada pela diferenca das variancias intra e interpessoal:

[ Sobe = Smer?- SoaK |

Onde,

Sobs = variancia total
Sintra = Variancia intrapessoal

Sinter= variancia interpessoal

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

Evacuation:

[ Valor ajustado do nutriente = média + (X1 — média) X Sinter/ Sobs ]

Onde:
Média = valor médio de ingestéo do grupo

x1 = valor de ingestéo de cada individuo

Utilizando a formula acima foi feita a distribuicdo do zinco ajustado do grupo,
com reducao do desvio padrdo. A EAR utilizada foi de 6,8 mg/dia para as mulheres e
9,4 mg/dia para homens na faixa etaria entre 20 e 30 anos (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001).

4.4.3 Avaliacdo antropométrica

Para o diagndstico do estado nutricional dos participantes foram aferidas
medidas de peso, estatura e circunferéncia da cintura, em triplicata, e utilizada média
das medidas. Os valores foram expressos como indice de massa corpérea (kg/m?), e
analisado de acordo com a classificagcdo proposta pela World Health Organization
(WHO, 2000).
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4.4.3.1 Peso e Estatura

O peso corporal foi aferido utilizando uma balanca digital Filizola® (Séo Paulo,
Brasil), com capacidade maxima de 150 kg, graduada em 100g. Para a afericdo das
medidas os estudantes estavam descalcos e vestindo roupas leves. Foi utilizado um
antropdmetro marca Filizola®, graduado em 0,1cm e com barra vertical fixa, para a
mensuracao da estatura. Os participantes foram colocados em posicado ereta,
descalcos, com os bracos estendidos ao longo do corpo, pés unidos, calcanhares
encostados no antropdémetro, com a cabeca erguida e olhando para um ponto fixo na
altura dos olhos (BRASIL, 2004). O peso foi medido em kilogramas (kg) e a estatura

em centimetros (cm).

4.4.3.2 indice de Massa Corpérea (IMC)

O indice de massa corpérea foi calculado a partir do peso (kg) do participante
do estudo dividido por sua altura elevada ao quadrado (WHO, 2000).

A classificacdo do estado nutricional dos estudantes, a partir da distribuicéo
do indice de massa corpérea, foi realizada segundo a recomendacao da World Health

Organization (WHO, 2000), apresentada na Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo do estado nutricional, segundo o indice de massa
corpérea, em adultos.

Estado Nutricional IMC (Kg/m?)
Baixo peso <18,5
Eutrofia 18,5-24,9
Pré-obesidade 25,0—29,9
Obesidade = 30

Fonte: World Health Organization (2000).

4.4.3.3 Circunferéncia da Cintura

A medida da circunferéncia da cintura foi realizada utilizando uma fita métrica,
flexivel e inelastica, com precisdo de 0,1 centimetros, circundando a linha natural da
cintura, na regido mais estreita entre o térax e o quadril, no ponto médio entre a ultima
costela e a crista iliaca. As participantes estavam em posi¢ao ereta, com abddémen

relaxado, bracos estendidos ao longo do corpo e pés afastados um do outro. O quadro
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2 apresenta os valores de referéncia da circunferéncia da cintura associados ao

desenvolvimento de complicacfes relacionadas a obesidade.

Quadro 2 - Valores de referéncia para avaliacdo de risco cardiovascular utilizando a
medida da circunferéncia da cintura.

Risco de Complicacfes Metabdlicas Associadas a
Sexo Obesidade
Elevado Muito Elevado
Homem =94 cm =102 cm
Mulher =80 cm =88 cm

Fonte: World Health Organization (2008).

4.4.4 Determinacgdo do Zinco no Plasma e Eritrocito

4.4.4.1 Controle de Contaminacédo e Preparo dos Reagentes

A fim de garantir o controle de contaminag&o por minerais, toda a vidraria e
material de polipropileno utilizado para as anélises foram desmineralizados antes do
uso, por meio de imersdo em solucdo de acido nitrico a 30%, durante um periodo
minimo de 12 horas. Posteriormente, foram enxaguados em agua deionizada no
minimo 10 vezes, secos em estufa e mantido em depdsitos fechados até o momento
da utilizacdo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Os reagentes foram preparados e diluidos em agua livre de ions, purificada
pelo sistema MILLI-Q® Water System (Continental Water System Corp. El Paso,
Texas). Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitica (PA).

4.4.4.2 Coleta de sangue

A colheita de sangue venoso foi realizada nos estudantes, em jejum de no
minimo 10 horas, por técnico de enfermagem. Foram coletados 20 mL de sangue total,
com seringas plasticas descartaveis e agulhas de aco inoxidavel. Do total de sangue
coletado, 10 mL foram transferidos para tubos de ensaio desmineralizados, contendo
citrato de sédio a 30% como anticoagulante para a analise de Zn. O sangue restante
(10 mL) foi colocado em tubos de polietileno com EDTA, para a determinacao da
atividade da enzima SOD.

Apés a colheita de sangue o plasma foi separado do sangue total por
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centrifugacédo a 3.000 rpm durante 15 minutos. Em seguida foi extraido com pipeta
automatica, e acondicionados em tubos “eppendorfs” de polipropileno
desmineralizados. As amostras foram conservadas em freezers -20 °C e -80 °C até o
momento das analises.

A separacdo dos eritrocitos para a determinacéao do Zn foi realizada por meio
da lavagem do sedimento de sangue total em 10 mL de solucédo salina isotdnica,
preparada a 0,9%, sendo -cuidadosamente homogeneizado por inversdo e
centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos. Ao final, o sobrenadante foi
descartado. Esse procedimento foi repetido trés vezes a fim de remover
contaminantes do eritrocito (plaquetas e leucdcitos). A massa eritrocitaria foi extraida
com o auxilio de uma pipeta automética e transferida para tubos de polipropileno
desmineralizados, os quais foram estocados em freezers — 20 °C e -80 °C até o

momento das andalises.

4.4.4.3 Determinagao de zinco no plasma

Duas aliquotas de cada amostra de plasma foram diluidas em &gua
processada (MILLI-Q® Water Syster), na proporcdo de 1:5, e aspiradas diretamente
na chama do Espectrofotdmeto de Absorcdo Atdmica (AAS), conforme metodologia
proposta por Rodriguez et al. (1989).

Para leitura das amostras utilizou-se o AAS marca VARIAN SS 220, com as
seguintes condicdes de trabalho: comprimento de onda (A) 213,9 nm, fenda 0,4 nm,
chama oxidante com mistura de acetileno, ar e leituras com tempo de integracdo de
trés segundos.

Como padréo de Zn foi utilizado o Tritizol® (MERCK), preparado por diluicdo
em agua Milli-Q® com glicerol a 5%, nas concentracdes de 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2;
0,3 e 0,5 ug Zn/mL. Os resultados foram calculados a partir das absorbancias obtidas
e expressas em ug Zn/dL, foi respeitado um coeficiente de variagdo menor que 10%.

Para fins de classificacdo do estado nutricional relativo ao Zn foram utilizados
os valores de referéncia propostos por Gibson (2005), de 70 a 110 pug Zn/dL no

plasma.
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4.4.4.4 Determinacédo de zinco nos eritrécitos

Para determinac@o do Zn eritrocitario, 400 uyL de massa eritrocitaria foram
diluidas 40 vezes em agua Milli-Q®. A diluicédo ocorreu em duas etapas, para obtencéo
dos lisados 1 e 2, respectivamente.

A primeira etapa corresponde a diluicdo da aliquota de 400 yL de massa
eritrocitaria, na proporgao de 1:4 e na segunda, foram pipetados em triplicata 400 pL
do lisado 1 e diluidos novamente na propor¢éo de 1:10. Em seguida, as amostras do
lisado 2 foram homogeneizadas e aspiradas diretamente no AAS, sem digestao
prévia, para leitura das absorbancias de Zn e determinacdo da concentracdo do
mineral nos eritrécitos, expresso em pg Zn/dL. A curva padrao foi preparada em agua
Milli-Q® com 1% de &cido nitrico.

A leitura das amostras foi realizada no mesmo AAS utilizado para analise das
amostras de plasma, em igual condi¢céo de trabalho especificada anteriormente. Como
padrdo de Zn nos eritrécitos também foi utilizado o Tritizol® (MERCK), que foi
preparado por diluicdo em agua Milli-Q® a 1% de acido nitrico nas concentracdes de
0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 € 0,5 pgZn/mL.

Para expressar os resultados em termos de Zn/massa de hemoglobina (Hb),
foram preparadas amostras para analise da concentracdo de Hb. Uma aliquota de 20
ML do lisado 1 dos eritrocitos foi diluida em 5.000 yL de Solucdo de Drabkin e
determinada segundo o método da cianometahemoglobina (VAN ASSENDELFT,
1972).

Espectrofotdmetro UV visivel (FEMTO modelo 700S) foi utilizado para leitura
da Hb em comprimento de onda de 540 nm. A partir dos valores das concentracdes
de Zn e de Hb foi calculada a concentragéo do mineral, expressa em ug Zn/gHb. Todas
as analises foram realizadas em triplicata e obedeceu a um coeficiente de variagéo
menor que 10%. A classificacdo do estado nutricional relativo ao Zn no eritrocito foi
realizada utilizando como referéncia os valores propostos por Guthrie e Picciano
(1994), de 40 a 44 ug Zn/gHb.

4.5 Determinagado da concentracdo plasmatica de malondialdeido

A peroxidacao lipidica foi determinada no Departamento de Analises Clinicas

e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
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Paulo (USP), mediante analise das concentracdes de malondialdeido (MDA) no
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/PDA), quantificando a
reacdo do MDA com dinitrofenilhidrazina (DNPH) utilizando absorbancia de 308 nm,
seguindo-se método adaptado de Rezaei, Jamshidzadeh e Sanati (2013).

Antes do processamento das amostras foi construida uma curva de calibracao
utilizando uma solucao estoque de MDA com 22 L de tetramethoxypropano e 10 mL
de acido sulfarico a 1%. Os pontos da curva utilizados foram 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0;6,0e 12,0 uM.

O aparelho de HPLC utilizado é da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o), equipado
com coluna Phenomenex Reverse-phase C18 de 240 mm x 4,6 mm com particulas
de 5um (Phenomenex, Torrance, CA). A temperatura no amostrador foi mantida em
4°C, e a temperatura da coluna a 25°C. A eluicao foi realizada em modo isocrético
com uma fase movel constituida de 50% de agua deionizada e 50% de acetronitrila,
acidificada com 2% de &cido acético. A taxa de fluxo de ingestdo da amostra foi de 1
mL/minuto e o tempo de corrida de 15 minutos.

Em microtubos, contendo 100 yL de plasma foram adicionados 10 pL de
hidroxido de sodio 4M. Esta hidrolise alcalina teve o objetivo de liberar o MDA das
proteinas plasmaticas. Apos agitacdo no vortex, as amostras foram incubadas no
aparelho vortemp® a 60°C durante 30 minutos, para em seguida serem incubadas no
gelo por 5 minutos.

Apos resfriamento, acrescentou-se 150 pL de acido sulfurico a 1% e agitou-
se no vortex vigorosamente, para precipitacdo das proteinas. Depois incubou-se
novamente no gelo por mais 5 minutos. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo a
14000 rpm por 10 minutos e retirou-se 175 pL do sobrenadante, que foram
transferidos para um novo microtubo, no qual foi acrescido 25 pL de DNPH (0,001
g/mL) permanecendo a temperatura ambiente por 30 minutos, protegidos da luz.
Posteriormente, centrifugou-se o microtubo a 14000 rpm por 5 minutos e transferiu-se

150 pL do sobrenadante para um vial, do qual foi injetado 100 yL no HPLC.
4.6 Determinacéo da atividade da enzima Superoxido Dismutase
A determinacdo da atividade da superoxido dismutase eritrocitaria foi

realizada com o auxilio de kits comerciais (Ransod SD125 — RANDOX Laboratories,

Crumlin/UK) adaptados para o uso em analisador bioquimico automatico. Este método
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emprega xantina e xantina oxidase para gerar radicais superoxidos que reagem com
2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol para formar o composto
vermelho de formazan. A amostra foi diluida com tampao fosfato (0,01 mol/L pH 7,0)
e separada em dois lisados, sendo que o primeiro foi composto por 100 puL da amostra
e 900 pL de tampao fosfato, e o segundo, 100 pL do lisado anterior e 2,9 mL de tampéao
fosfato. A concentracdo da hemoglobina foi determinada e utilizada para expressar o

resultado da enzima em unidades por grama de hemoglobina.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do Excel® (2007) para realizacdo
de analise descritiva das varidveis observadas nos grupos estudados. Posteriormente,
os dados foram exportados para o programa SPSS (for Windows® versdo 18.0) para
analise estatistica dos resultados. Realizou-se analise descritiva dos dados por meio
de média e desvio padrao.

Aplicou-se teste de Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar a normalidade dos
dados e teste de Levene para a homogeneidade de variancias. Utilizou-se o teste “t”
de Student para a comparacdo das médias dos parametros estudados entre 0s
géneros, quando as variaveis apresentaram-se normais, e o teste de Mann Whitney

para aquelas ndo normais. A existéncia de associa¢cfes entre as variaveis analisadas
foram verificadas pelo teste qui-quadrado (x?). Para a andlise das correlagées foi
utilizado o coeficiente linear de Pearson, para variaveis paramétricas. A diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05, adotando-se um

intervalo de confianca de 95%.
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5.1 Caracterizacao dos estudantes

O estudo foi conduzido em 242 estudantes universitarios, dos quais 145
(59,9%) eram do sexo feminino e 97 (40,1%) masculino. As caracteristicas relativas
ao estilo de vida estdo descritas na Tabela 1. A distribuicdo dos estudantes revelou
que 62,8% eram sedentarios, 29,3% consumiam bebida alcodlica e 2,5% possuiam o

habito de fumar.

Tabela 1 — Distribuicdo dos estudantes segundo caracteristicas do estilo de vida.
Teresina-PI, Brasil, 2014.

Variavel N %

Atividade Fisica

Sim 90 37,2
Nao 152 62,8
Ingestéo de bebida alcodlica

Sim 71 29,3
N&o 171 70,7
Fumante

Sim 6 2,5
Nao 236 97,5

Os valores médios e desvios padréo para idade e parametros antropomeétricos
utilizados na avaliacdo do estado nutricional dos estudantes estdo demonstrados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios e desvios padrao da idade, indicadores antropométricos e

circunferéncia da cintura dos estudantes. Teresina-PI, Brasil, 2014.

Parametros Média (DP) Feminino Masculino P
Idade (anos) 22,43 £2,21 22,29 £ 2,19 22,63 £ 2,23 0,256
Peso (kg) 60,36 £ 11,03 55,5 + 8,57 67,7 £ 10,25 0,000*
Estatura (m) 1,66 + 0,084 1,61 + 0,066 1,72 £ 0,063 0,000*
IMC (kg/m?) 21,86 £ 3,10 21,26 £ 2,96 22,78 £ 3,10 0,000*
CC (cm) 73,59 £ 8,70 70,03 +7,16 78,96 + 8,06 0,000*

*Valores significativamente diferentes entre os géneros, teste t de Student (p<0,05); IMC = indice de
Massa Corporea; CC = Circunferéncia da Cintura; n=242.
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A distribuicdo dos estudantes, segundo o estado nutricional e género, mostrou
que 66,4% e 63,5% das mulheres e homens, respectivamente, estavam eutroficos,
enguanto que a pré-obesidade foi observada em 14,4% no sexo feminino e em 28,2%
no masculino, tendo o baixo peso diagnosticado em 19,2% das mulheres (Figura 4).

O estudo identificou ainda associagéo entre género e IMC (p = 0,006).

Figura 04 — Distribuicdo dos estudantes segundo género e estado nutricional.

Teresina-Pi, Brasil, 2014.
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teste x2 (p=0,006).
A distribuicdo dos estudantes, segundo histéria familiar de doengas crbnicas
nao transmissiveis encontra-se demonstrada na Tabela 3. O estudo revelou que
62,4% e 44,6% dos estudantes possuiam familiares com Hipertensdo Arterial

Sistémica e Diabetes Mellitus, respectivamente.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos estudantes segundo historia familiar de doencas cronicas

nao transmissiveis. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

Variavel N %
Obesidade

Sim 71 29,3
Nao 171 70,3
Hipertensao

Sim 151 62,4
N&o 91 37,6
Diabetes Mellitus

Sim 108 44,6
Nao 134 55,4
Doencas cardiovasculares

Sim 86 35,5
Nao 156 64,5
Dislipidemia

Sim 82 33,9
N&o 160 66,1
Céancer

Sim 93 38,4
Nao 149 61,6

5.2 Consumo Alimentar

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos com o inquérito alimentar (registro
alimentar de 3 dias) para ingestdo de energia, macronutrientes e Zn. A andlise de
consumo alimentar dos estudantes revelou que as médias de consumo de
macronutrientes apresentaram-se adequadas, conforme os intervalos de distribuicéo

aceitavel de macronutriente (AMDR).

Tabela 4 - Valores médios, desvios padréo, e percentuais de contribuicdo energética

dos macronutrientes na dieta dos estudantes universitarios. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

Nutrientes Média (DP) Recomendacao

Energia (kcal/dia) 2123,28 + 630,80 -

Proteina (g/dia) 96,74 + 32,94
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%VCT! 18,50 10-35%
Carboidrato (g/dia) 280,39 £ 94,03

%VCT 52,70 45-65%
Lipidios (g/dia) 67,62 £ 24,20

%VCT 28,60 20-35%

1 - %VCT — Percentual do Valor Calérico Total. IOM (2005); n = 220.

A distribuicdo dos estudantes segundo contribuicdo de macronutrientes para

o valor energético total (VET) na alimentacao esta representada na Figura 5.

Figura

05 — Distribuicdo dos estudantes, segundo percentual de contribuicdo dos

macronutrientes para a ingestao energética total. Teresina-Pl, Brasil, 2014.
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Observou-se que 98,8% dos homens e 99,3% das mulheres apresentaram

consumo adequado de proteinas em relagdo ao VET (10 - 35%). Para os carboidratos

9,3% e 13,4%, dos homens e mulheres, respectivamente apresentaram baixo

consumo de carboidratos. Em relacdo aos lipidios foi observado elevado consumo >

35% em relacdo ao VET, sendo de 12,8% para os homens e 11,2% para as mulheres.

Os dados da ingestao dietética de Zn foram avaliados a partir da média de

ingestdo da amostra pesquisada. Os valores médios de Zn, apés serem ajustados

pela energia e corrigidos pela variabilidade, foram maiores que a EAR (6,8 mg/d e 9,4
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mg/dia, respectivamente para mulheres e homens na faixa etaria de 20 a 30 anos)
(Tabela 5). Observou-se que o percentual de inadequacao de Zn para os estudantes
do sexo masculino (27,09%) foi maior do que para os do sexo feminino (16,85%)
(Figuras 06 e 07).

Tabela 5 - Valores médios e desvios padrdo do consumo de zinco segundo género

dos estudantes. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

Parametros Média (DP) Feminino Masculino P
Zinco
ajustado? 10,91 + 3,86 10,34 + 3,69 11,8 + 3,96 0,006*
(g/dia)

1 — Os valores brutos de zinco foram ajustados pela energia e corrigidos pela variancia intra e
interpessoal; *Valor significativamente diferente entre os géneros, teste t de Student (p<0,05); Valores
de referéncia de ingestdo para o zinco: EAR = 6,8 mg/dia para o sexo feminino e 9,4 mg/dia para o
sexo masculino, faixa etaria de 19 a 30 anos, n = 220.

Figura 06 — Ingestdo ajustada de Zn para o sexo feminino e prevaléncia de

inadequacao. Teresina-Pi, Brasil, 2014.
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5.3 Parametros Bioquimicos de Avaliacédo do Zinco

Os valores médios e desvios padrédo dos marcadores de zinco dos estudantes
estdo apresentados na tabela 6. Os estudantes apresentaram valores deficientes de

Zn nos compartimentos plasmatico e eritrocitario.

Tabela 6 - Valores médios e desvios padrdo do zinco plasmatico e eritrocitario dos
estudantes segundo género. Teresina-PI, Brasil, 2014.

Parametros Média (DP) Feminino Masculino P
Zn plasmaético *
(Lg/dL) (n=242) 67,94 + 14,34 65,98 +14,22 70,91+ 14,08 0,009
Zn eritrocitario
(1g/g Hb) 33,95+9,10 33,61 + 9,66 34,46 + 8,20 0,480

(n=240)
*Valor significativamente diferente entre os géneros, teste t de Student (p<0,05); Valores de referéncias:

zinco plasmatico 70-110 ug/dL (Gibson, 2005); zinco eritrocitario 40-44 ugZn/gHb (Guthrie; Picciano,
1994).

5.4 Marcadores do estresse oxidativo

Os valores médios e desvios padréo da concentragdo do MDA e da atividade
da enzima SOD, marcadores do estresse oxidativo, estdo apresentados na tabela 7.
Os estudantes apresentaram valores normais da enzima SOD, enquanto que a média

do MDA foi inferior aos valores de referéncia.
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Tabela 7 - Valores médios e desvios padrdao da SOD e do MDA segundo género dos
‘ estudantes. Teresina-PlI, Brasil, 2014.

Parametros Média (DP) Feminino Masculino P
SOD (U/gHDb) 1400,79 £ 142429+ 1365,56 + 02501
(n=240) 386,59 401,52 362,25 ’
MDA (umol/L)
_ 0,74 +0,39 0,77 + 0,47 0,69 + 0,24 0,2672
(n=242)

1 —teste t de Student; 2 — teste de Mann Whitney. Valores de referéncias: SOD = 1102-1601U/gHb (Kit
Randox); MDA =1 a 3 pmol/L (VASCONCELOS et al., 2007).

5.5 Correlagbes entre as concentracdes de zinco e marcadores do estresse
oxidativo

As figuras 08 e 09 mostram as correlacdes entre os parametros bioquimicos
do zinco com a SOD e o MDA. Observou-se que 0 Zn plasmatico apresentou baixa e
significativa correlacéo negativa com a SOD (r=-0,251; p = 0,000), e o Zn eritrocitario
baixa e significativa correlacdo positiva com a SOD (r = 0,162; p = 0,012). Nao houve
correlacdo entre os parametros do zinco e o MDA.

Figura 08 — Correlagdes entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco

e atividade da SOD nos estudantes universitarios. Teresina-PI, Brasil, 2014.
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Figura 09 — CorrelacBes entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco

e a concentracao de MDA nos estudantes universitarios. Teresina-Pl, Brasil, 2014.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados os indicadores - estado nutricional, consumo
alimentar, parametros bioquimicos relativos ao zinco, concentracées do MDA e
atividade da enzima SOD em estudantes universitarios.

Os resultados da analise do consumo alimentar mostraram que os valores
médios dos macronutrientes estavam dentro da faixa de normalidade estabelecida
pela AMDR (IOM, 2005), no entanto, ao categorizar os estudantes segundo as faixas
de adequacdo, para cada macronutriente, foi observado elevado percentual de
estudantes do sexo feminino com baixo consumo de carboidratos e, no sexo
masculino, elevado percentual no consumo de lipidios. Segundo Li et al. (2012) a
diferenca entre géneros ocorre em funcéo de diferencas nas escolhas alimentares,
sendo os homens mais propensos a consumirem alimentos ricos em gordura, como
por exemplo fast food, quando comparado as mulheres.

Os resultados sobre o consumo de macronutrientes por universitarios sao
ainda conflitantes. Em Recife, Petribu, Cabral e Arruda (2009) encontraram menor
consumo de lipidios para homens (19,1%) e maior para as mulheres (26,6%) e na
Espanha, Burriel et al (2013) encontraram consumo de lipidios semelhantes entre os
géneros.

Ainda sobre o consumo alimentar de estudantes, alteracdes na ingestao
alimentar podem ser atribuidas a vivéncia universitaria, associada as mudancas no
estilo de vida, que influenciam seus habitos alimentares. Dessa forma, tornam-se
nutricionalmente vulneraveis, com padrao caracterizado pela omissao de refei¢des,
preferéncia de lanches rapidos, aumento no consumo de bebidas alcodlicas e
acucaradas, e pratica de dietas de emagrecimento. Esse perfil é preocupante por
estar associado a resultados negativos de saude, como ganho de peso e doencas
cronicas ndo transmissiveis (AGUERO; GARCIA; GAETE, 2013; BURRIEL et al.,
2013; FEITOSA et al., 2010; KELLY; MAZZEO; BEAN, 2013).

A avaliacdo antropométrica, segundo o IMC, demonstrou comprometimento
nutricional nos estudantes, com predominancia de pré-obesidade nos homens, e
desnutricdo nas mulheres. Resultado semelhante ao encontrado por Feitosa et al
(2010), em Sergipe, cujos percentuais de sobrepeso/obesidade para os homens foram

de 28,5% e de 19,2% de baixo peso para as mulheres.
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O elevado percentual de sobrepeso no sexo masculino corrobora também
com os dados apresentados pela Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009
(POF), que encontrou, segundo a faixa etaria, excesso de peso em 30,2% (20-24
anos) e 42,5% (25-29 anos) (IBGE, 2009). A alta prevaléncia de sobrepeso esta
associada aos habitos alimentares inadequados e a falta de atividade fisica, que
podem acarretar agravos a saude, a médio e longo prazos (CHOURDAKIS et al.,
2010).

A alta prevaléncia de desnutricdo no sexo feminino encontrada na pesquisa
difere dos padrbes encontrados no Brasil, em processo de transicdo nutricional, com
diminuicdo da desnutricdo e aumento do excesso de peso. Sobre este aspecto,
Colares, Franca e Gonzalez (2009) e Petribu, Cabral e Arruda (2009) apontam a
possibilidade dos valores encontrados estarem associados ao grau de escolaridade,
status socioeconémico ou mesmo a presenca de disturbio alimentar. Aliado a esses
aspectos, € comum encontrar entre mulheres de classes econémicas mais elevadas
o culto ao corpo, bem como o desenvolvimento de disturbios alimentares associados
ao temor de engordar, identificado entre adolescentes e mulheres jovens.

Segundo a pesquisa Vigitel (BRASIL, 2012), realizada no Brasil, existe relacéo
inversa entre excesso de peso e escolaridade, no que diz respeito ao sexo feminino,
isto é, quanto maior o grau de instrucdo da mulher menor o excesso de peso. Esse
dado pode explicar o percentual baixo de sobrepeso encontrado entre estas mulheres,
quando comparado aos achados em mulheres na mesma faixa etaria analisada pela
POF (IBGE, 2009).

Trés parametros nutricionais relativos ao zinco foram analisados: consumo
dietético, e concentracbes do mineral, no plasma e eritrécitos. De acordo com o
consumo alimentar dos universitarios, o estudo revelou valores da ingestao de zinco
superiores as recomendacdes diarias, segundo a EAR. No entanto, é importante
destacar que nos estudantes do sexo masculino houve elevado percentual de
inadequacao para esse mineral (27,09%). Essa prevaléncia é preocupante, haja vista
gue valores superiores a 25% sao considerados, em nivel populacional, risco elevado
de deficiéncia de Zn, e questéo de saude publica, com recomendacao de intervencéo
dietética (IZINCG, 2009).

Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por Fayet et al.
(2014), Ouellette et al. (2013) e Azadbakht, Haghighatdoost e Esmaillzadeh (2012)

que também verificaram consumo de zinco acima da EAR para esse micronutriente.
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O consumo adequado de zinco pelos universitarios pode ter ocorrido devido
a presenca na dieta de alimentos fonte como carne bovina, suina, aves e produtos
lacteos (BHOWMIK; CHIRANJIB; KUMAR, 2010). No entanto, a inadequacdo do
consumo do mineral foi elevada entre os homens, 0 que os coloca em risco de
deficiéncia marginal, esse fato pode ser justificado pela maior recomendacdo do
mineral para o sexo masculino (RDA — 11 mg/dia).

Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes aos do IZINCG (2009),
que estima, para a populacao brasileira, consumo médio de 10,5 mg/dia de zinco e de
risco de inadequacdo alimentar para esse micronutriente de 20,3%. Sobre esse
aspecto Cakmak (2009) e Gibson et al. (2008) afirmam que a ingestédo inadequada de
zinco é frequentemente associada ao baixo consumo de alimentos fonte do mineral,
e de proteinas, muitas vezes ocasionado pela inseguranca alimentar, concomitante
ao consumo elevado de cereais refinados, frutas, legumes e ricos em fibras.

No que diz respeito a analise bioquimica do zinco, as médias das
concentragdes plasmaticas diferiram em relagédo ao sexo, estando nos homens dentro
da faixa de normalidade e nas mulheres com valores inferiores aos de referéncia.

A diferenca de zinco plasmatico entre os géneros, segundo (LOCKITCH et al.,
1988) pode ser explicada, em cerca de 50%, em funcdo das diferencas nas
concentracfes séricas de albumina, estando mais altas no sexo masculino. Aliado a
esse fato, os horménios - estrogénio e progesterona estdo associados as menores
concentragfes de zinco no soro em mulheres, durante fase de ovulacdo e latea do
ciclo menstrual (DEUSTER, 1987).

A inadequacéao alimentar € um dos principais determinantes para a deficiéncia
de zinco em populagbes (GIBSON, 2012), no entanto, o estudo ndo demonstrou
correlacdo entre o consumo alimentar do mineral e as concentragdes plasmaticas do
zinco, em ambos 0s sexos.

O zinco plasmatico também pode ter suas concentracfes reduzidas devido a
infeccbes agudas e inflamacédo, provavelmente devido a redistribuicdo desse
micronutriente do plasma para o figado pela metalotioneina (IZINCG, 2007). Nesse
sentido, King (1990), sugere, para avaliar a deficiéncia de zinco, que se utilize a
combinacdo das concentracdes séricas do mineral e da metalotioneina. Partindo
dessa recomendacdo, baixas concentracdes dos dois marcadores indicaria

deficiéncia de zinco no plasma, decorrente da ingestdo inadequada. E a associacao
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de concentracdes baixas de zinco e elevadas de metalotioneina sérica seria indicativo
da redistribuicdo do mineral.

Estudos sobre as concentracdes plasmaticas de zinco em individuos
saudaveis corroboram com o encontrado neste estudo em rela¢do ao sexo masculino
(GALAN et al., 2005; GHASEMI et al., 2012; LOPES et al., 2004). As concentracfes
plasmaticas de zinco, para as mulheres, foram inferiores aos valores de referéncia.
Acerca deste pardmetro no sexo feminino os estudos s&o controversos, alguns
identificaram concentracdes diminuidas desse micronutriente no plasma (ENGLE-
STONE et al., 2014; LAILLOU et al., 2012; SIYAME et al., 2013), enquanto outros
apontam concentracdes normais (FOSTER et al., 2012; FEITOSA etal., 2013; GALAN
et al., 2005; GHASEMI et al., 2012; LOPES et al., 2004).

Concordando com os resultados do presente estudo Ghasemi et al. (2012),
Galan et al. (2005) e Lopes et al. (2004) encontraram que 0s homens possuiam
concentracdes de zinco no plasma significativamente maiores que as mulheres.

O pouco conhecimento sobre o metabolismo do zinco em diferentes estados
fisiolégicos justifica em parte as dificuldades na sua mensuracdo. Dessa forma, €
necessario uma melhor compreensao da distribuicao/redistribuicdo do zinco corporal
e seu significado metabdlico é essencial para avaliar e propor métodos que
guantifiqguem o zinco corporal (EL-KHOURY, 1991).

Segundo Whitaker (1998), a dosagem de zinco plasmatico ndo reflete
claramente o estado nutricional do individuo. Mesmo considerado um paréametro
limitado na avaliacdo do zinco corpdreo, a literatura traz valores de referéncia para
esse elemento no plasma, com ponto de corte para determinacdo do risco de
deficiéncia de 70 pg/dL (GIBSON, 2005).

No compartimento eritrocitario o zinco estava abaixo dos valores de referéncia
no grupo pesquisado. Na circulagcdo sanguinea, cerca de 80% desse mineral
encontra-se nos eritrécitos, principalmente ligado a anidrase carbbnica e em
pequenas quantidades na Cu-Zn SOD, e apenas 16% no plasma (KING, 2006). As
baixas concentracdes de zinco eritrocitario refletem estado nutricional pregresso,
relativo ao mineral, em face do eritrocito apresentar vida média de 110 a 120 dias
(GIBSON, 1990), néo refletindo o consumo dietético atual.

Girish et al. (2012) em estudo comparativo entre pacientes com pancreatite e
individuos saudaveis, encontraram para o0 grupo controle resultado semelhante ao

deste estudo, com concentracdes eritrocitarias baixas (37,14 pg/g Hb), enquanto
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Feitosa et al. (2013) em estudo com mulheres, encontraram valores acima dos de
referéncia.

As caracteristicas da deficiéncia marginal de zinco (moderada a leve) sao
mais dificeis de identificar, ndo existindo consenso sobre os métodos utilizados para
mensurar 0s niveis de zinco no organismo para a identificacdo dessa deficiéncia
(ANDERSON; ALLEN, 1999; FAIRWEATHER-TAIT; HARVEY; FORD, 2008).

E importante destacar que o Zn € um micronutriente essencial para a satde
humana e desempenha importantes fun¢des no corpo humano, e sua deficiéncia pode
esta associada a diversas doencas crénicas como cancer, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, Alzheimer, dentre outras (LITTLE et al., 2010; RANASINGHE et al.,
2013; VURAL et al., 2010).

O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre formacao de radicais
livres e sistema de defesa antioxidante (JEZIERSKA-DRUTEL; ROSENZWEIG;
NEUMANN, 2013). Os radicais livres em pequenas quantidades sdo necessarios e
benéficos para a funcao fisiol6gica normal, pois protegem as células de infec¢des por
destruir patégenos invasores. No entanto, em altas concentracdes, quando existe
estresse oxidativo, sdo responsaveis por danos as estruturas celulares, incluindo
oxidacdo de membranas, DNA, lipidios e proteinas (HALLIWELL, 2007; VALKO et al.,
2007).

O estresse oxidativo foi analisado a partir dos valores das concentracdes de
MDA e atividade da enzima SOD. Com base nesses parametros o estudo néo
identificou aumento do estresse oxidativo nos estudantes. Esse resultado € amparado
na identificacdo do estilo de vida saudavel, verificado no estudo, e por se constituir
numa populacdo de jovens também considerados saudaveis.

A superoxido dismutase é considerada um componente importante do sistema
de defesa celular contra o dano oxidativo mediado pelos radicais superdxido
produzidos como um subproduto do metabolismo de oxigénio (HALLEWELL et al.,
1985). Deficiéncia na sua atividade pode ser de particular importancia pelo fato do
anion superoxido, que é gerado continuamente em todo o corpo, nao ser inativado
eficazmente, com consequente aumento nas suas concentragdes. Dessa forma, os
radicais superoxidos ficariam livres para reagir com o 6xido nitrico (NO) formando,
potente agente oxidante capaz de iniciar a peroxidacao lipidica (KAUR et al., 2008).

O estudo demonstrou ainda que, apesar da reducao nas concentracdes do Zn

eritrocitario, este esteve relacionado positivamente com a atividade da SOD, cujo
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comportamento pode ser explicado em funcéo da atividade dessa enzima depender
da participacdo de cofatores enzimaticos, como zinco e cobre (BARBOSA et al.,
2010).

A atividade da enzima SOD encontrada neste estudo foi adequada, segundo
os valores de referéncia, no entanto apresentou atividade mais baixa que o0s
observados nos estudos de Silva (2013), Almeida (2013) e Girish et al. (2012). No
presente estudo foi observado correlacdo positiva entre Zn eritrocitario e atividade
dessa enzima, o que difere do verificado por Rukgauer, Neugebauer e Plecko (2001)
e Sfar et al. (2009), que ndo encontraram correlacéo entre esses marcadores.

A peroxidacao lipidica € um indicador basico da oxidacdo das lipoproteinas
das membranas, que pode ser determinada pela presenca seus metabdlitos primarios,
a exemplo dos Fz-isoprostanos, e secundarios, como o MDA, considerado um
importante biomarcador do estresse oxidativo (RISPOLI et al., 2013). Este Gltimo é um
produto derivado da B-ruptura de endociclizacéo de acidos graxos polinsaturados com
mais de duas duplas ligagbes, tais como acido linoléico, araquidénico e
docosahexandico (GROTTO et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2007) e possui acao
citotoxica e genotoxica, exacerbando o estresse oxidativo (ANTUNES et al., 2008).

Quanto as concentracfes do MDA o estudo ndo demonstrou relacdo entre
esse marcador do estresse oxidativo e as concentracdes de Zn eritrocitario e
plasmatico. O zinco ajuda na protecdo das células contra danos oxidativos por
desempenhar varias funcbes antioxidantes, dentre essas a de interagir com as
membranas celulares, evitando sua peroxidacdo e formacéo de subprodutos como o
MDA (LITTLE et al., 2010). Dessa forma, espera-se que concentracfes reduzidas do
mineral estejam relacionadas com o aumento da peroxidacéo lipidica, evento nao
observado nesse estudo. Vale destacar ainda a atividade da SOD que pode ter
contribuido para a protecdo da lipoperoxidacdo e, por conseguinte, as baixas
concentracdes do MDA nos estudantes.

As concentracdes de MDA encontradas neste estudo foram menores que as
verificadas por Liu et al. (2009), Pérez et al.(2012) e Li et al.(2013). Almeida (2013)
encontrou valores semelhantes em mulheres. Dados sobre a correlagao entre MDA e
parametros bioquimicos de zinco sdo escassos e controvertidos. Ruikgauer;
Neugebauer e Plecko. (2001) ndo encontraram correlacdo entre esses parametros,
corroborando com os resultados deste estudo. No entanto, Almeida (2013) encontrou

correlacdo negativa entre Zn plasmético e MDA em mulheres saudaveis.
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Outro aspecto que deve ser destacado na analise desse marcador diz respeito
as variacoes metodoldgicas (colorimetria, fluorimetria ou cromatografia) empregadas
para a sua determinacdo, que podem justificar as diferentes concentragbes desse
marcador nos estudos relativos ao estresse oxidativo (HONG et al., 2000;
GIACOMINI; HAHN; SIQUEIRA, 2013).
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7 CONCLUSAO

Os estudantes apresentam comprometimento nutricional, com elevada
prevaléncia de desnutricdo entre as mulheres, e pré-obesidade nos homens, a
despeito do adequado consumo de macronutrientes, e reduzido risco metabalico.

As concentracdes de zinco eritrocitario sugerem comprometimento nutricional
relativo ao zinco nos estudantes, com comportamento diferente no plasma, estando
reduzidas apenas nas mulheres.

A correlacao positiva entre a atividade da SOD e as concentracdes eritrocitarias
de zinco reforga a participagdo desse mineral no sistema de defesa antioxidante,
atuando indiretamente como protetor da peroxidacdo lipidica nas membranas

celulares.
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APENDICE A - FICHA CLINICA DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Projeto: Estado nutricional relativo ao selénio, zinco e cobre e a influéncia
UFPI do polimorfismo pro198leu na atividade da enzima glutationa peroxidase USP
em uma populagio saudavel da cidade de TeresinalPI

Ficha Clinica

NE:
Nome:
Enderego:
Telefone: E-mail:
Data de Nascimento: /|  Data da Avaliagao: /| |
Idade: Sexo:( JF({ M

Naturalidade:

Qual a origem da sua familia?
() africana { )européia { ) norte - americana
( ) asiatica { ) sul-americana

Renda Familiar:
{ J)<18M{ }1|-28M ( )2|-3SM
( )3-48M ( )4-58M ( )>58M

Vinculo com a UFPI:
{ )Docente | ) Técnicoadministrativo ( ) Terceirizado ( ) Discente

Obs.: Se vocé marcou a opgao “docente”, informar ha guanto tempo esta nesta posigdo:

Obs.: Se vocé marcou a opgdo “discente”, informar curso, matricula e periodo:

scolaridade:
) Analfabeto
) Ensino Fundamental Incompleto {
) Ensino Médio Incompleto (
) Ensino Superior Incompleto [
) Pés-graduando - Mestrado (

E
(
i ) Ensino Fundamental Completo
( ) Ensino Médio Completo

i ) Ensino Superior Completo

( } Pés-graduando - Doutorado
Dados clinicos - Antecedentes familiares:
Obesidade: Nao ( ) Sim { ) grau de parentesco:
Hipertensao arterial: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Diabetes mellitus: N&o ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Doenca cardiovascular: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Dislipidemia: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Céancer: Nao ( ) Sim ( ) grau de parentesco:
Se sim, qual o tipo:

Vocé esta usando algum medicamento no momento? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, qual:

Possui alergia alimentar? SIM ( ) NAO ( )

Pratica de exercicio fisico:
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N3c { )Sim | ). Se sim, qual o tipo de exercicio vocé faz:
Quantas vezes por semana:

( )<t )12 ( )23 ( )3|-4
{ )4|-5 [ J5|-6 | ) todos os dias
Quanto tempo vocé costuma se exercitar:

( )30min ( )45min ( )1h ( )1h30 ( )2h ( ) =>2h

Habito de fumar
{ )8Sim({ )Nao Se sim, guantos cigarros por dia?
Hé& quanto tempo vocé fuma?

Habito de beber

{ )Sim{ )Nao

Se sim, o gque vocé costuma beber?
Quantas vezes por semana:
()=t ( )1l=2 )23 ( )3|-4

{ 14|-5 [ 15|-6 | ) todos os dias

Quantidade que bebe:

{( J1copo { ) 2copos( )3copos({ )4copos( )5 oumais

DADOS ANTROPOMETRICOS

VARIAVEL MEDIDA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3 MEDIA
Peso (Kg)
Estatura (cm)
IMC (Ka/m?)
CC (cm)

Bioimpedancia Medida

Resisténcia

Reactancia

% massa magra

% massa gorda
™B

% égua corporal

UTILIZACAO DO RU

a) No semestre antericr (2012), com gue frequéncia vocé almogou & jantou no RU7?
(Assinale com um X).

2°FEIRA | 3*FEIRA [4*FEIRA |5°FEIRA |6 FEIRA [ SABADO

ALMOCO

JANTAR

b) Consome diariamente a salada oferecida nas refeigbes do RU? SIM( )NAO( )
¢) Consome diariamente a fruta oferecida nas refeicdes do RU? SIM | ) NAO ( )
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informactes do Sujeito da Pesquisa

Mome:

Documento de |dentidade n®: | Sexo: ( IM { )F

Data de Nascimento: [/

Enderego: [ N® | Complementa:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informagbes do Responsavel Legal

Mome:

Documento de |dentidade n®: | Sexo: ( IM { )F

Data de Nascimento: [/

Enderego: [ N® | Complementa:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa: Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do
polimorfismo pro198leu na atividade da enzima glutationa peroxidase em uma
populagdo saudavel da cidade de Teresinal/P|

4. Duragdo da Pesguisa: 1 semana
5. MNome do pesguisador responsavel: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargu::." Funcao: Professora Titular | N° do Registro do Conselho Regional: CRN 0621

Instituigdo: Universidade de S&o0 Paulo/ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ Departamento de
Alimentos e Mutricdo Experimental

Caro Senhor{a), vimos por meio deste convida-lo a participar como voluntario da pesguisa
intitulada “Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo pro198leu na
atividade da enzima glutationa peroxidase em uma populagdo saudavel da cidade de
Teresina/Pl". Este estudo esta sendo conduzido pela nutricionista e aluna de doutorado em Ciéncias
dos Alimentos, Kaluce Gongalves de Sousa Almondes, sob a orientagdo da Profa. Dra. Silvia Maria
Franciscato Cozzolino (pesquisadora responsavel pela pesguisa), da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, e da colaboragdo das Profas Dras. Nadir do Mascimento Mogueira e Dilina do
Mascimento Marreire, do Departamento de Nutrigdo da UFPI. Sua participagdo tera duragc estimada
de no maximo uma semana e, esta pesquisa & considerada de risco minimo.

Uma alimentagdo saudavel deve conter todos os nutrientes indispensaveis ao bom
funcionamento do organismo. Um destes nutrientes & o selénio, um mineral que participa da estrutura
de substancias antioxidantes como a enzima glutationa peroxidase e ajuda a combater a presenga de
substancias ruins ao organismo que levam aoc surgimento de doengas cronicas ndo transmissiveis
como cancer, diabetes, artrite, doengas cardiovasculares, respiratérias e mentais. O selénio pode ser
encontrado em alimentos como castanha-do-Brasil, nozes, peixes, cames bovinas e de aves, feijdo,
arroz e pao. Por meio desta pesguisa sera possivel verificar as quantidades desse mineral no sangue
e na urina dos participantes e se a alimentag3o esta adequada. Alem disso, sera possivel avaliar o
equilibrio entre as substancias boas (glutationa peroxidase, superdxido dismutase, vitamina E, zinco e

cobre) e ruins (malondialdeido, 8-isoprostanos e B-oxo-deoxiguancsina) ac corpe e conhecer a
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capacidade total do seu organismo em combater estas substancias ruins (capacidade total
antioxidante). Além disso, sera possivel saber se, havendo algum deseqguilibric entre estas, isso seria
dependente de caracteristicas individuais como, por exemplo, se o individuo possui algum
polimorfismo, ou seja, alguma alteragio genética no DMA da enzima gue estamos pesquisando que &
a glutationa peroxidase 1 e também a superdxido dismutase 1 e 3. Também sera feita a avaliagao
dos seus niveis de colesterol. Ao final da pesquisa, os resultados serdo entregues e os participantes
serdo orientados quanto a alimentacao.

Durante a pesquisa, sera realizada uma coleta de sangue (30mL) com profissional habitado
gue utilizara material estéril. A coleta devera ser realizada antes do café da manha (jejum de 12 hs)
no Laboratorio de Mutrigio Experimental do Departamento de MutrigBo da UFPI. Alem disso, sera
necessario coletar e armazenar toda a urina de um dia inteiro, em um frasco que sera fornecido. Este
frasco devera ser mantide em geladeira e entregue no mesmo setor quando terminar de coletar a
urina. O participante precisara, ainda, informar sobre sua alimentagdo anotande tudo o que comeu
durante trés dias aleatorios de uma semana, em um formulario que sera fornecido para que o leve
para sua casa. A anotacdo devera ser feita durante dois dias inteiros do meic da semana e um dia do
final da semana. O formulario devera ser entregue no mesmeo dia da entrega da urina. Também serdc
feitas medidas de peso, altura & um teste de bicimpedancia elétrica, gue consiste na passagem de
uma corrente elétrica de baixa intensidade pelo seu corpo para avaliagde da distribuicSc da gordura.
Meste teste, o participante permanecera deitado em uma maca e serSo colocados eletrodos nas
maos e nos pes. Sera uma medida rapida, ndo invasiva & nomalmente ndc causa dores ou
desconfortos, o gue dependera da sensibilidade do participante.

Os desconfortos e riscos da pesquisa sdo minimos. O participante podera sentir tonturas por
estar em jejum para fazer o exame e leve dor devido & picada da agulha durante a coleta do sangue.
Podera também surgir uma mancha um pouco arroxeada no local da picada. Porem, o exame sera
feito, por uma pessca experiente, e depois da coleta, o participante recebera um lanche, o gue
minimizara ainda mais estes riscos ou desconforios.

Em gualquer etapa do estudo, o participante, seja ele aluno ou funcionario ligado ou ndo ao
Cepartamento de Mutrico da UFPI, tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
ter informagdes sobre a mesma, seja por telefone ou e-mail descritos no final deste termo ou mesmo
pessoalmente durante o periodo das coletas ou ao final das coletas se dirigindo aos enderecos
indicados também no final deste termo. A participagdo no estudo ndo acarretara custos ao
participante & ndo serd disponivel nenhuma compensagdo financeira adicional, porém em caso de
haver gastos com transporte efou alimentagio, e o participante ndo puder pagar, podera ser oferecida
a quantia referente a estes gastos, com recursos proprios do pesquisador. Os resultados desta
pesquisa serdo divulgados apenas em revistas e congressos cientificos, & o nome e identidade do
participante serdo mantidos em segredo. O participante poderd desistir do estudo a qualguer
momento, sem nenhum constrangimento, & sem nenhum prejuizo a continuidade dos seus estudos
ou trabalhe na universidade.

Caso vocé também permita, suas amostras serdo armazenadas sob minha responsabilidade

no Laboratério de Mutricdo Minerais do Departamento de Alimentos e Mutricio Experimental da
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP e, possivelmente, serdo utilizadas para novas
pesquisas. Se isso for necessario, um novo projeto sera submetido ao Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da USP e vocé sera consultado antes de iniciarmos qualguer novo
estudo. Em gqualguer momento gue desejar, manifestando-se por escrito, vocé podera retirar seu
consentimento para que utilizemos o seu material biologico sem quaisguer gastos ou prejuizos. E, a
partir do momento gue finalizemos a pesguisa com suas amosiras armazenadas ou gue elas sejam

destruidas, vocé sera informado.

AUTORIZAGAO PARA ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

O seu material bicldgico podera ser utilizado para pesquisas incluindo outros minerais,
marcadores de estresse oxidativo, alteragbes geneticas no OMA ou expressao génica relacionados
aos minerais selénio, zinco e cobre.

Vocé permite que & urina, o sangue coletado e o DMNA sejam armazenados sob minha
responsabilidade:
i Jsim ( )néo

Escolha uma das opghes abaixo:

{ ) Permito a utilizag8o do meu material bioldgico para novas pesguisas sem gue haja necessidade
de um novo TCLE

{ ) Permito a utilizag@o do meu material biologico para novas pesquisas mediante um novo TCLE.

Consentimento Pos-Esclarecido:

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesguisa.

Obs: © Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE deve ser rubricado em todas as folhas,
pelo sujeitc da pesguisa ou responsavel legal e pelo pesquisador responsavel, constando as
assinaturas na Ultima pagina. Uma via devera ser entregue ao sujeito da pesquisa e outra via ficara
com o pesquisador responsavel que guardara este termo por 5 (cinco) anos.

S&o Paulo, __ de de

Assinatura do sujeito de pesguisa Assinatura do pesguisador responsavel

Em caso de duvidas sobre esta pesquisa ou se houver intercorréncias clinicas entrar em
contato com:

Silvia Maria Franciscato Cozzolino - responsavel pela pesguisa - (11) 3091-3508

Kaluce Gongalves de Scusa Almondes - doutoranda colaboradora - (11) 6720 3261/(11) 8203 0824
Enderego: Universidade de S3o0 Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Bloco 14 - Av. Prof,
Lineu Prestes, 580 — CEP: 05508-800 550 Paulo - SP

Madir do Mascimento Nogueira - professora colaboradora - Departamento de Mutricgo da UFPI - (86) -
3215- 5863
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Cilina do Mascimento Marreiro - professora colaboradora - Departamento de Mutrigdo da UFFI - - (BE)
- 3215- 5863

Enderego: Campus Universitario Ministro Petrénio Portella - Departamento de Nutricdo da UFPI -
Eairro Ininga - Teresina - Fl - CEF: 64048-550

Emails: Silvia Cozzolino - smfoozzo@usp.br; Kaluce Almondes - kaluce@usp.br; Madir Mogueira -
nadirn@uol.com.br; Dilina Marreiro - dilina.marreiro@@gmail.com

Para gualguer questio, divida, esclarecimento ou reclamagdo sobre aspectos éticos dessa pesquisa,
favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de 530 Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 134 — Butantd —
S8o Paulo — CEP 05508-800. Fone: 3081-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR

Projeto: Estado nutricional relativo ao selénio, zinco e cobre e a influéncia
UFP] do polimorfismo pro198leu na atividade da enzima glutationa peroxidase USP
em uma populagao saudavel da cidade de Teresina/PI|

ORIENTAGOES SOBRE COMO PREENCHER O REGISTRO ALIMENTAR

Este texto ira esclarecer algumas das suas duvidas sobre como preencher o
registro alimentar de 3 dias.
1- A primeira coisa muito importante é o dia de preencher. E fundamental que vocé
escolha dois dias da semana alternados (de segunda a sexta) que representem sua
dieta habitual. Por exemplo, se vocé for num barzinho na quarta-feira de Ultima
hora, & melhor escolher outro dia. No final de semana sei que & mais dificil fazer
sempre a mesma coisa, mas se vocé costuma almogar na casa da avo aos
domingos, seria interessante escolher este dia. Anote o DIA DA SEMANA na parte
superior da folha;

2- Procure anotar o HORARIO certo em que vocé realiza suas refeigdes;
3- Anote na coluna REFEICAO se & café da manha, almogo, lanche, etc...
4- Anote a marca dos alimentos industrializados olhando a embalagem do produto;

5- Fique atento também para o tipo de preparagao. Por exemplo, ndo anote apenas
“um pedago de bife” e sim “1/2 bife médio frito”. Sei que & mais chato fazer assim,
mas & importante gue eu saiba o tipo de preparagdo porque as calorias mudam

muito de uma pra outra;

6- O mais dificil & estimar o tamanho das porgbes para colocar na coluna de
MEDIDAS CASEIRAS, mas abaixo ha um guadro com as medidas caseiras para
ajudar. A ideia & vocé anotar assim: “2 colheres de sopa rasa de farofa pronta” e ndo
apenas “2 colheres de farofa”. Eu preciso saber qual o tipo de colher porque a
quantidade de alimento varia muito de uma colher de sopa para uma colher de

servir. I1sso serve também para os copos e xicaras.

7- Se vocé tiver muita dificuldade em estimar as medidas caseiras, pode anotar o
peso direto. Por exemplo, “1 caixinha de toddynho” pode virar *200ml de toddynho”.
Sem problemas.
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8- Nas saladas e verduras vai ser mais dificil anotar com exatiddo as quantidades.

Eu entendo perfeitamente, mesmo porgue a nutricdo ndo € uma ciéncia exata.

Normalmente a gente mistura tudo pra ficar gostoso. Nesse caso, anote as

quantidades de todos os ingredientes da salada. e também se & refogada ou

crua.

9- Nado se esquega de anotar as guloseimas,

10- Nao desistal S&o apenas 3 dias!

como balas, chicletes, pirulitos, etc...

Quadro de Medidas Caseiras

COLHERES

COPOS E XICARAS

café rasa americano cheio
café cheia americano normal
cha rasa regueijao cheio
cha cheia regueijao normal
sobremesa rasa café cheia
sobremesa cheia café normal

sopa rasa cha cheia

sopa cheia cha normal

arroz ou servir rasa

caneca cheia

arroz ou servir cheia

caneca normal

ESCUMADEIRAS e CONCHAS

PRATOS

pequena rasa

pires de café raso

peguena cheia

pires de café cheio

media rasa

pires de cha raso

media cheia

pires de cha cheio

grande rasa

sobremesa raso

grande cheia

sobremesa cheio

prato raso

prato fundo

tijglinha para sobremesa
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Medidas Caseiras

Col café
Colher de cha

Col de sobremesa
Colher de sopa

\Colher de servir .

~
i Escumadelra pequena
Escumadeira média

Escumadeura ande
E >

& &

café cha

Medidas Caseiras ]
~ >
‘ Concha pequena
Concha média
\Concha grande
4 3
<
e %1
\
L‘ ‘
-
Copo Copo
k. americano dupio J
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA/USP

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W mo
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estado nutricional relativo ao selénio e a influéncia do polimorfismo pro188leu na
atividade da enzima glutationa peroxidase em uma populagio saudavel da cidade de
Teresina/Pl.

Pesquisador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 03935412.1.0000.0087

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 158.233
Data da Relatoria: 26/11/2012

Apresentagao do Projeto:

O selénio (Se) & um mineral trago essencial na biologia humana. Participa no processo de defesa
antioxidante atuando como selenoproteinas. A concentragdo de selénio nos alimentos depende do conteldo
do mineral no sclo o que pode influenciar as concentragdes sanguineas dos individuos, explicando as
diferengas no status do mineral em diferentes paises. A glutationa peroxidase (GPx), enzima gue possui
selénio em sua estrutura, faz parte do sistema enzimatico antioxidante e apresenta como isoforma
intracelular citosélica mais abundante a GPx1. A determinacio da atividade da GPx & uma forma de
avaliagdo do status de Se, mas sua funcicnalidade pode ser alterada de acordo com a concentragdo do
mineral no organismo ou pela presencga de polimorfismos geneticos que alteram sua estrutura. Em estudos
de avaliagdo de Se € importante gue sejam considerados o grau de estresse oxidative gue os individuos
podem estar submetidos, visto que as propriedades antioxidantes do Se sdo exercidas por meio das
selenoproteinas, as quais estio sujeitas a variagbes genéticas. A inexisténcia de uma faixa de referéncia
nacional para o status de Se dificulta o diagnoéstico de deficiéncia do mineral em estudos populacionais
brasileiros.

Objetivo da Pesquisa:
Awvaliar o estade nutricional relativo ac selénic e a influéncia do polimorfismo pro198leu na atividade da
enzima glutationa peroxidase em uma populagdo saudavel da cidade de Teresina/Pl.

Enderago: Av Prof® Lingu Prestes, n® 580 - Bloco 17 -

Bairre: supenor - Butanta CEP: (5508500

UF: 5P Municipia: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-3785 Fan: (11)3081-36877 E-mail: capfef@usp br
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UNIVERSIDADE DE SAO

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Esta prevista a participagdo de 300 individuos saudaveis selecionados na Universidade Federal do Piaui
{UFPI), entre alunos, funcionarios e visitantes. Os participantes serdo submetidos a uma coleta de 20mL de
sangue em jejum. A urina devera ser coletada durante 24 horas para determinacdo de Se, Zn, Cu nos
compartimentos bioldgicos, marcadores de estresse oxidativo e de polimorfismos das enzimas
antioxidantes. Sera realizada avaliagio antropométrica na qual serdo pesados e medidos, e também serdo
submetidos a uma avaliag3c de bicimpedancia elétrica para aferigdo da gordura corporal. Uma avaliagae
dietética (trés registros alimentares) sera realizada para obtengio de informagdes sobre o consumo
alimentar de Se, Zn, Cu, j-tocofercl e macronutrientes. O risco & minime e os participantes conhecerao o
seu estado nutricional de selénio, a possivel alteragdo no DNA das enzimas dependentes de selénio e o seu
estado de estresse oxidativo. Ter8c uma avaliagdo nutricional e crientagBes sobre a dieta e receberdo um

relatdrio dos resultados ao final da pesguisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nao & um estudo multicéntrico. N3o havera envio de material biolégico para o exterior. Esta previsto ¢
armazenamento das amostras visando formagdo de banco de material bioldgico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O projeto foi alterado e o TCLE foi reelaborado. As exigéncias éticas foram atendidas.

Recomendagoes:

Nenhuma recomendacdo se faz necessaria.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto encontra-se em condigdes de ser aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O CEP/FCF em reunigo de 26/11/12 aprovou o adendc referente ao presente estudo.

Enderego: Av.Prof® Lineu Prastes, n® 580 - Bloco 17 -

Bairre: superior - Butanta CEP: (5.508-300

UF: 5P Municipio: SAQ PAULO

Taelefona: {11)3091-3785 Fax: (11)3081-3877 E-mail: capfel@usp b
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FACULDADE DE CIENCIAS
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UNIVERSIDADE DE SAO

SAQO PAULO, 29 de Novembro de 2012

Assinador por:

Cristina Helena dos Reis Serra
(Coordenador)



