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ABSTRACT

Zinc is one of the most important minerals in human nutrition,
performing several functions in the organism, in lipid, protein and
nucleic acid metabolism, and is also related to imune response. The
aim of this study was to validate the adapted method for erythrocyte Zn
determination described by WHITEHOUSE et al, 1982, and to
determine zinc erythrocyte concentration in sedentary healthy adult
women of the USP community as well as their dietary ingestion and
zinc food sources. The detection and quantification limits were
0,006ugZn/mL and 0,045(+0,013) ugZn/mL, respectively, the standard
curves average linearity (n=10) was 0,9999. The recovery of the
standard added into an erythrocyte poo/ was 95(+0,4)% and into
individual samples was 93(+1,4)%. The intra and inter assay variation
coefficients (repeatability) were 3,6% (n=10) and 5,3% (n=17),
respectively. The average daily ingestion of zinc was 9,7(3) mg.Fifteen
were above the RDA and 4 below the EAR .The average erythrocyte
Zn concentration was 38,2(+5) ug/gHb. The most consumed food
sources of Zn so considered for their Zn concentration or frequency of
ingestion were: meats (bovine, swinish, chicken and fish), cheeses
(dish, white, provolone, gouda and mussarela) milk and dairy products
(skim milk, semi-skimmed milk, whole milk and yogurts), breads (whole
wheat bread and white bread), and wheat flour, pasta, rice, potato
eggs, sausages and salami.



1 - INTRODUGAO

O zinco € um dos minerais mais importantes para a nutricdao
humana, desempenhando vérias fun¢gées no organismo, como no
metabolismo de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos,
sendo também relacionado com a resposta imunolégica.

Para avaliar o estado nutricional de zinco existem os parametros
dietéticos, obtidos pela avaliagdo do consumo alimentar e os
bioquimicos, determinados no plasma, no soro, na urina, nas fezes,
nos eritrécitos, no cabelo e nos leucécitos.

O zinco eritrocitario € um parametro de avaliagao nutricional que
reflete o estado pregresso de nutricao em zinco - o eritrécito tem vida
média de 120 dias - diferentemente do zinco sérico ou plasmatico que
expressam um “pool “ de trocas recentes.

Foram objetivos deste estudo a avaliagao do desempenho de
método de quantificagdo de zinco eritrocitario, os parametros da
validagdo estudados foram: linearidade, os limites de deteccao e

quantificagao, exatidao e precisao.

Determinando esse paradmetro em mulheres normais e
identificando os alimentos - fonte de zinco da dieta desse grupo.






2.1. DISTRIBUIGAO DE ZINCO NO ORGANISMO

O total de zinco corporal varia de 1 a 2 gramas sendo que 86%
estdo presentes nos musculos esqueléticos e nos 0ssos. E também
encontrado em outros 6rgaos, como no pancreas, rins, figado e em
outros tecidos e fluidos corporais. Segundo GIBSON (1990) em
adultos humanos menos que 0,5% do conteudo total de zinco no
corpo esta no sangue, sendo 12 a 22% no plasma, aproximadamente
3% nos leucocitos e plaquetas , e de 75 a 88% nos eritrocitos. A
circulagao representa a menor parte do total deste mineral no
organismo, € o “turnover’ plasmatico € o mais elevado. A
concentragdo plasmatica normal é de aproximadamente 100ug/dl e
representa menos que 1% do contetdo corporal. E a fonte primaria
deste mineral para todas as células (SANDSTROM, 1997).

O figado € um dos principais sitios de sintese de metalotioneina
corporea. Esta proteina tem sido considerada um “pool” labil de zinco,
que pode liberar 0 mineral para ser utilizado pelo organismo em
estados fisiologicos que exijam maior demanda deste mineral como,
por exemplo, estresse e desenvolvimento fetal ( KING & KEEN, 1994).
Embora ndo tenha sido caracterizado nenhum estoque corporeo de
zinco, em periodos proiongados de deficiéncia 0 osso diminui a
captacdo e o0 zinco €& mobilizado lentamente para suprir as
necessidades dos outros tecidos (SANDSTROM, 1997).



2.2.FONTES ALIMENTARES DE ZINCO

Mariscos, ostras, carnes bovina, suina, cordeiro, vitela e de aves,

figado e miudos sdo consideradas as melhores fontes do mineral
(BETTS & MA, 2000).

A recomendagao diaria de zinco (RDA) para mulheres adultas é de

8 mg e de 11 mg para homens adultos. O limite superior diario (ULs)
de ingestdao é de 40 mg (DRI, 2000).

2.3. ABSORGAO E EXCREGAO DE ZINCO

Apods a absor¢do do mineral pelo organismo, através da célula
intestinal, este passa para os capilares mesentéricos e é transportado
no sangue portal, sendo captado pelo figado e subseqientemente
distribuido para outros tecidos ( KING & KEEN, 1994).

A porcentagem de absorcao de zinco varia de 15 a 40% (KING &
KEEN, 1994).

Das 4 a 15 mg de zinco consumidas diariamente, de 1 a 2 mg
sao absorvidas e de 3 a 14 mg/Zn excretados nas fezes (sendo 4 a 5
mg proveniente de excrecgdo biliar). Da fracao filtravel de zinco do
plasma 95% € absorvida na parte distal do tubulo renal, resultando em
0,5 a 0,8 mg de zinco eliminados diariamente na urina. Suor, cabelo
e descamag:’éo da pele sdo as vias responsaveis pela excregaode 1 a
§ mg de zinco ao dia (SANDSTROM, 1997; BERDANJER, 1998).






mecanismo homeostatico. Existem também outras condigbes que
' podem concorrer para a diminuigdo do zinco no organismo, enquanto
os niveis nos eritrocitos permanecem normais. S&o elas: cirrrose pos -
necrotica, hepatite cronica, diabetes e tuberculose pulmonar
(SOLOMONS, 1979; KREBS, 2000).

No que diz respeito ao Brasil, alguns estudos revelam a
inadequagao qualitativa das dietas consumidas por diferentes grupos
populacionais. Ha relatos de baixo consumo de alimentos de origem
animal, e nenhum consumo de cereais integrais ou de alimentos
fortificados com zinco (TRAMONTE, 1994; CHICOUREL, 2001).

Estudos de deplegao em humanos tém demonstrado que as
concentragbes de zinco no eritrécito diminuem apenas 21%, apos a
ingestdo de dietas com baixo teor de zinco num periodo de noventa
dias, e que sao necessarios de 5 a 10 anos para que os estoques de
zinco do organismo (2000 — 3000 mg) sejam depletados. Portanto,
para que a deficiéncia de zinco se manifeste em seres humanos, sao
necessarios alguns anos de deplecao, com dietas deficitarias desse
elemento (GIBSON, 1990).

O método de determinagdo de zinco eritrocitario da metodologia
de WHITEHOUSE et al.,(1982) é muito utilizado em estudos de
avaliacao nutricional em nosso meio (CORDEIRO, 1994, NOGUEIRA,
1997; MARQUES, 1998; MAFRA, 1999; CHICOUREL, 2001).



2.5. INDICADORES DO ESTADO NUTRICIONAL EM ZINCO

Para se obter uma avaliagdo do estado nutricional em zinco sédo
necessarios os dados dietéticos combinados com os bioquimicos e
antropométricos (GIBSON, 1990).

A determinagdo da ingestdo alimentar € uma importante
ferramenta na avaliagdo do estado nutricional, possibilitando a
detec¢do de falhas no habito alimentar e permitindo um melhor
planejamento dietético. As novas DRI (2000) preconizam que sejam
considerados tanto os erros relativos ao levantamento do habito
alimentar como aqueles associados a determinagao das necessidades
nutricionais, 0 que aumenta o nivel de confianga nas avaliacées de
adequacao alimentar (IOM, 2000a).

Existem varias formas de avaliar a ingestao alimentar. O registro
alimentar, é utilizado na obtengao de informac¢des sobre a ingestao
atual e o questionario de freqiéncia alimentar e a histéria dietética
que devem refletir a ingestdo usual (PAO & CYPEL, 1997).

Os parametros bioquimicos de avaliagao do estado nutricional
em minerais ndo sao bem definidos, existindo uma grande dificuldade
de se estabelecer padroes de normalidade e o alcance de cada um
deles (LADEFOGED & HEGEN, 1988; ABDALLAH & SAMMAN, 1993,
SARIS et al.,2000).
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2.6.1. Linearidade

A linearidade da curva de calibragdo de um método analitico,
representa sua habilidade em produzir resultados proporcionais a
concentragao do analito, dentro de um determinado intervalo de
concentragdo. E representada pelo coeficiente de correlacdo, que
expressa a variancia da inclinagdo da reta de regressao linear entre
dois pontos aleatérios ( BARROS & HIRATA, 1997).

2.6.2. Sensibilidade: limites de detecgao e de quantificagao

O limite de detecgdao é definido como o menor nivel de
concentracao do analito, estaticamente diferente do branco,
determinado por um método analitico (CHAIRMAN et al.,1983).

O limite de quantificacao € o menor nivel de concentragao do
analito, em que podem ser obtidos resultados quantitativos com um
certo grau de confianga (CHAIRMAN ef al.,1983).

Esses parametros de avaliagao da qualidade analitica, nos
fornecem informagdes sobre o0s intervalos de confianga em que os
resultados obtidos sdo considerados validos ( FUNK et al, 1995).

2.6.3. Exatidao

Exatiddao é um termo qualitativo, utilizado para definir o grau de
concordancia ou compatibilidade entre o valor médio obtido de uma
série de resultados e o valor de referéncia, aceito como valor exato ou
verdadeiro (FUNK et al.,,1995; RAMOS, 1999).
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As formas de controle da exatidao sdo varias como a utilizacao
de material de referéncia certificado, ensaios de recuperagdo e a
utilizagao de padroes internos. A escolha de uma ou de outra forma de
controle vai depender, entre outros fatores, da metodologia utilizada,
da matriz da amostra, do analito a ser determinado, e da
disponibilidade de materiais de referéncia certificados (FUNK et
al.,1995).

A exatiddo dos resultados ainda pode ser monitorada com
graficos de controle. Tais graficos consistem em uma forma de
controle interno de estabilidade dos resultados obtidos dentro do
laboratério ( BARROS & HIRATA, 1997).

Uma maneira de se verificar a exatidao é o0 ensaio de
recuperagao realizado pela adicdo do anaiito a amostras que sao
preparadas em triplicata em 2 a 3 niveis de concentragcao na faixa de
50 a 150% da concentracao alvo ou esperada (BARROS & HIRATA,
1997).

A exatiddo pode ser afetada pelo erro sistematico, cujas
principais fontes sao: calibragao inadequada do instrumento, extragao
imperfeita do analito da matriz da amostra, presenca de impurezas no
solvente, interferentes na amostra e método ndo adequado (BARROS
& HIRATA, 1997).
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2.6.4. Precisdo

A precisdao é o grau de concordancia entre os resultados de
medidas independentes (replicatas), em torno de um valor central
(média), efetuadas varias vezes em uma amostra homogénea, sob
condi¢cdes experimentais definidas ( TAYLOR, 1987; RAMOS, 1999).

A precisdo pode ser avaliada pelos parametros Repetibilidade e
Reprodutibilidade. A Repetibilidade é definida como o grau de
concordancia entre resultados de medidas independentes do mesmo
analito, realizadas sob condi¢gbes iguais, com 0 mesmo tipo de
amostra, mesmos equipamentos e analistas, € 0 mesmo laboratério. A
Reprodutibilidade, por outro lado, € o grau de concordancia entre
resultados de medidas independentes do mesmo analito, realizadas
sob diferentes condi¢gbes de analistas, equipamentos e laboratérios
(FEINBERG & BUGNER, 1989).

A precisdo é afetada pelo erro aleatério que ocorre acima e
abaixo do valor médio; é de dificil controle pois provém de causa
desconhecida, em geral irregular, ndo detectavel, imprevisivel,
inevitavel, podendo ser minimizado, mas n&o totalmente eliminado.
(BARROS & HIRATA, 1997).

Assim, as figuras de mérito analitico utilizadas neste trabalho
para a metodologia de determinagao de zinco eritrocitario foram:
linearidade, sensibilidade (limite de deteccao, limite de quantificagao),
exatiddo e a precisao.
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4.4. METODOS
4.4.1. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

As medidas foram realizadas ap6s a coleta de sangue. O peso
corporal foi obtido em balanga eletronica da marca ECHOLAC
(precisdo de 100g), (as voluntarias foram pesadas de mai6). A altura
foi determinada com uma fita métrica afixada a parede (precisdo de
0,1 centimetros).

A partir das duas medidas anteriores, calculou-se o indice de
Massa Corporal (IMC): peso (Kg/ m?), para avaliar o estado nutricional
das participantes. A classificagdo do estado nutricional proposta por
GARROW & WEBSTER, 1985, ¢é recomendado pela Organizagao
Mundial da saude, encontra-se no quadro 1.

Quadro 1 — Classificacao do estado nutricional proposta por GARROW &
WEBSTER, 1985

17 — 18,49 l
Desnutrigao 16 — 16,99 I
<16 I
Eutréfico 18,50 — 24,99
25-2999 1
Sobrepeso(obesidade) 30 - 34,99 i

>-40,00 1]
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4.4.2. Lavagem de vidraria

Toda a vidraria e os recipientes plasticos utilizados durante os
experimentos e analises foram desmineralizadas por imersdo, em
banho de acido nitrico a 30% € enxaguados com agua
desmineralizada, por no minimo 10 vezes, e secos em estufa a 37°C
(INSTITUTO ADOLFO LUTTZ, 1985).

4.4.3. DETERMINAGAO DE ZINCO ERITROCITARIO

A determinacao de zinco eritrocitario baseou-se no método de
WHITEHOUSE et al, 1982, onde os pontos da curva - padrdo s&o
diluidos em agua e minerais presentes nos eritrocitos humanos. E a
adaptagao feita em nosso estudo foi na modificacao da diluicdo dos
pontos da curva — padrdo com solugao de acido nitrico (Synth): glicerol
(Carlo Erba): agua (10:30:60).

A massa eritrocitaria foi diluida 40 vezes. Na primeira diluigao
(1:4), produto chamado de lisado |, foi determinada a concentragdo de
hemoglobina (método de cianometahemoglobina). Na segunda
diluigdo (1:10), lisado |l, foi determinada a concentragcdo de zinco. Os

resuitados finais foram expressos em pg Zn/g de hemoglobina.

O zinco foi determinado por espéctrofotometria de absorgao
atdmica (espectrofotometro Hitachi Modelo Z — 5000) nas seguintes

condigdes: fenda 0,9 nm, chama oxidante com mistura de ar



19

acetilieno, comprimento de onda de 213,9 nm. A curva - padrao foi
preparada utilizando-se o ZnCl, - Tritisol (MERCK) nas concentragdes
de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 uZn/mL.

4.4.4. Linearidade

A linearidade das curvas padrao foi avaliada pelo coeficiente de
correlacdo da curva de regressao linear. Foi obtida com 5 pontos,
analisados em 10 replicatas (BARROS & HIRATA, 1997).

4.4.5. Sensibilidade

O limite de detecg¢ao foi calculado através da multiplicagao por 3
do desvio - padrao de 10 leituras do branco, dividindo-se o resultado
pela inclinagao da curva de calibragao (CHAIRMAN et al., 1983).

O limite de quantifica¢ao foi calculado pelo mesmo procedimento
anterior, com a diferenga de se multiplicar por 10 o desvio padrao das
leituras do branco (CHAIRMAN et al., 1983).
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4.4.6. Exatidao

A exatidao do método de determinagdo de zinco eritrocitario foi
avaliada pelo ensaio de recuperagdo (avaliagdo da interferéncia da
matriz), pela nao disponibilidade de padrdes de referéncia certificados.

O “pool” de eritrocitos foi analisado em trés dias diferentes, com
um total de 17 repetigbes e as médias das respostas analiticas foram
plotadas ao longo do tempo, num grafico controle. Este grafico € uma
importante ferramenta para monitorar a estabilidadé de processos em
particular, de processos analiticos (TAYLOR, 1987).

Interferéncia da matriz

Para avaliar a exatiddao do método utilizou-se tanto o “poofl de
lisado | como as amostras individuais como matrizes para adigdo de
padrdo de zinco. O padrado adicionado foi preparado a partir de um de
padrao de zinco na concentragdao de 5 pg/mL diluido em agua
desmineralizada.

O ensaio foi realizado em trés dias, em triplicata (Quadro 2).

Padrao adicionado Agua . Lisado 1
desmineralizada‘. .

(L)

Quadro 2 — Protocolo do método de adi¢ao de padrao
Matriz: eritrocitos lisados
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A massa correspondente a extrapolagdao na curva é o valor da
concentragao de zinco sem nenhuma interferéncia. Para calcular a
porcentagem de recuperag¢do do método relacionam-se os resultados
obtidos da leitura direta do lisado | na curva padrdo com os obtidos
com o método de adigdo de padrao (TAYLOR, 1987, BARROS &
HIRATA, 1997).

4.4.7. Precisao

A precisao intra-ensaio foi avaliada a partir do resultado de 10
determinagdes feitas no “pool” de lisado L.

A reprodutibilidade inter-ensaio foi avaliada nesse “pool” em trés
ensaios, feitos em dias diferentes, o primeiro com 10 repeti¢des, 0
segundo com 4 e o terceiro com 3.

Cinco amostras individuais, escolhidas aleatoriamente, foram
analisadas em dois dias consecutivos. Em cada um dos dias foram

feitas 3 repeti¢des.

O coeficiente de variacdo inter-ensaio (100xS/meédia) foi
determinado a partir do pool de desvios-padrac (S pool) segundo a
férmula (TAYLOR, 1987).
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S pool = (n;=1)S:’+ (n, ~1)S,? + (n3-1)S,2 + ...(n, = 1)S,2

(n-1) + (nz =1) + (nz-1+...+ (ny-1)
Onde:

S, = desvio padrao da média das replicatas
n= numero de replicatas
4.4.8. Consumo alimentar

O padrao de consumo de alimentos do grupo estudado foi
determinado a partir dos dados do Registro Alimentar de 3 dias (RA
3dias).

O registro alimentar de 3 dias foi preenchido individualmente,
em formulario em 2 dias Uteis e 1 dia de final de semana. Considerou-
se alimento - fonte de zinco, aquele cuja composicdo no mineral
suprisse 15% da RDA (8mgZn/dia) por por¢gao diaria consumida ou
aquele cuja freqiiéncia de consumo levasse a esse nivel de ingestao
(BRASIL, 2001).

A analise dos dados foi realizada por meio do programa Virtual
Nutri, desenvolvido pela Faculdade de Saude Publica da Universidade
de Sao Paulo — USP (PHILIPPI et al, 1996), complementando os
valores da concentragdo de zinco da tabela da Royal Society of
Chemistry (MACCANCE E WIDDOWSON, 1991) e a tabela de
composicdo de alimentos utilizada na Escola Paulista de Medicina de
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Sao Paulo. Ao final foram identificados os alimentos - fonte de zinco
do grupo estudado.

4.4.9. PREPARAGAO DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS

Os alimentos selecionados foram comprados em 4 dias
alternados, em feiras e superrhercados. No mesmo dia da compra,
parte das amostras foi submetida a técnicas de preparagao
domeésticas usuais em cozinha residencial e armazenadas em sacos
plasticos. A outra parte das amostras, nao submetida a
processamento, foi acondicionada em sacos plasticos.

No Iaboratério, as amostras foram homogeneizadas em
processadores e identificadas e armazenadas a -18°C até o momento
da analise.

4.4.10. UMIDADE

A umidade dos alimentos selecionados foi determinada pelo
método gravimétrico, em estufa a 105° C, até a obtengdo do peso
constante.

4.4.11. PADROES DE REFERENCIA
Racdo a base de caseina (AIN 93G/160497), preparada

conforme a formulagdo preconizada (REEVES et al., 1993), porém
isenta de lipidios, foi adotado como padréo secundario.
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4.4.14. Andlise estatistica

Foi testada a normalidade de distribuicdo dos valores de
ingestdo de zinco e de concentragido de zinco eritrocitario. Em
seguida foi realizado o teste de correlacao de Pearson entre as duas

variadveis paraum n=21 eum a = 0,05
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Analises individuais

O quadro 3 apresenta a porcentagem de recuperagao do padrao
adicionado por avaliagao da interferéncia da matriz em cinco
amostras individuais, realizadas em dois dias consecutivos, em

triplicata. A média de recuperagao (S pool) foi de 93 (+1,4)%.

Quadro 3 - Porcentagem de recuperacao do
padrao adicionado nas amostra individuais

» L Recuperacgao :
- Amostra % (DP)
2 (TS) 90(x2,3)
3 (RS) 89(+0,4)
4 (EM) 96(x0,7)
5 (HS) 93(+0,5)
Média 93(+1,4)
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Precisdo

Em relagao a concentragao de zinco eritrocitario (ngZn/ gHb) na
repetibilidade intra-ensaio e inter-ensaio foi observado 43(+2) ngZn/
gHb e 46(+2) pgZn/ gHb, respectivamente, realizada no “pool” de

eritrocitos .

Tabela 3 - Concentracdo da Hb(g/dL) e a concentragao do Zinco eritrocitario
(ugZn/gHb)

Repetibilidade Hb : Zn : - Coeficiente de
o "~ (g/dL) (ugZn/gHb) = Variagdo da
B T -~ -concentragdo -
C IR ' o Zn(%)
 Intra-ensaio  8,0(+0,3* 432 36
(n=10)
Inter — ensaio 7.6(0,3) 46(+2) 5,3
(n=17)

*Média(s)






Dados antropométricos

O grupo tinha idade média de 23,5(+4,9) anos, peso médio de 58
(7,1) Kg e IMC de 22 (+1,8) Ka/m?, encontrando - se em eutrofia.

Parametros nutricionais

A distribuicdo da adequacido de zinco das dietas do grupo estudado
encontra-se na tabela 6. Considerando-se inadequada uma ingestao
de zinco < EAR, verificou-se que 19% (4/21) das mulheres avaliadas
apresentaram a ingestao inadequada e 71,5% (15/21) apresentam a
ingestao acima da RDA, considerada portanto adequada.

Tabela 5- Distribuigio da ingestao de 21 voluntarias, a partir do registro alimentar
de 3 dias, considerando o ponte de corte os valores da EAR e RDA para idade e

sexo e concentragdo média (DP) de zinco eritrocitario

< EAR EAR- RDA . >RDA .

15/21
38(5,1)

2/21
38,9(+3)

4/21
40,2(13,5)

n/ n total
ZnEr

pgZn/gHb
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A tabela 6 apresenta a concentragdo média (ugZn/gHb) de zinco
eritrocitario no grupo estudado.

Tabela 6 — Concentragao média de zinco eritrocitario e a ingestao média de zinco
do grupo estudado.

“
Amostras. - . Ingestdode Zn = Concentragdode
C o (mgia) - . Zneritrocitario .

- Rec 3 dias :

1 (DM) 6,6 39
2 (SSA) 9.9 37
5( ASP) 12 34
6 (RP) 12 39

7 ( MFPS) 11 41

8 (RLRC) — 37
9 (FAM) 8.8 38

10(MGW) 9.3 32

11 (CGG) 14 36

12 (ALP) 7 37
13(VVS) 42
14(CLR) 10 47
15(LP) 12 36

16(RASS) 12 36
17 (EF) 15 36

18(ACN) 6,6 36

22(RAA) 9,0 40
23(JPS) 7.9 41

24(CCL) 13 27
25 (HS) 55 44,12
26(FS) 47 29,5
27(EM) 8,3 43
28(RS) 10 a7
29(T) — 415

Média(S) 9,7(x3) 38,2(16)

Lembrando que o valor médio estimado pela EAR — 6,8 mg Zn/dia, RDA — 8,00 mg
Zn/dia para mulheres de 19 a 40 anos.
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A tabela 7 apresenta os alimentos - fonte de zinco identificados a

partir de dados de ingestao alimentar das mulheres da Comunidade da

USP.

Tabela 7 — Alimentos - fonte consumidos pelo grupo estudado -

origem animal e tubérculos, cereais e derivados

produtos de

.Derivados de leite =

Leite:integral, desnatado e
semi desnatado

Outros produtos de origem

Tantmal

Carne bovina (coxac mole)

Tubérculos, cereais e;

derivados

Arroz integral

3
H
T

Queijos:provolone, gouda,

branco, mussarela e prato

Carne suina (lombo)

Arroz branco

logurtes Carne de frango Paes francés e integral
Embutidos(salsicha,salame, {Batata
linguica)
Ovos de galinha Macarrao

Pescada branca

Visceras de boi(figado)
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6 - DISCUSSAO

A analise dos resuitados obtidos indicou a adequacdo da
metodologia utilizada, validando os resultados para que fossem
empregados na interpretagado do estado de nutricdo em zinco de um
determinado grupo populacional.

O coeficiente de correlagdo da reta de calibragdo de zinco
eritrocitario (figura 1) num intervalo de concentragdo de 0,1 a 1,0
ugZn/ mL, a um coeficiente de correlacdo de R? =0,9999 e indicou
um bom ajuste entre o sinal gerado pelo equipamento e a
concentragdo do analito. As leituras das amostras situaram-se dentro
do intervalo de linearidade da curva.

- A sensibilidade do método foi de 0,006 ngZn/ mL para o limite
de detecgdo e 0,045(0,013) ugZn/ mL para o limite de quantificagao
refletem as caracteristicas do equipamento, o padrao de pureza dos
reagentes e o grau de descontaminag¢ao da vidraria.

A exatiddo do método de determinacdao de zinco eritrocitario
variou de 83% a 95%. Este uitimo valor foi obtido com a curva padrao
diluida em Aacido nitrico 1% e glicerol 3% (tabela 2) portanto a melhor
das 3 condi¢des empregadas.

Na literatura foram encontrados valores variando entre 94 a
106% (PRASAD (1965), WHITEHOUSE et al (1982), DEUSTER et al
(1987) e CORDEIRO (1994).
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HORWITZ (1982) considera uma recupera¢do de 80% como ©
menor valor aceito para as andlises de elementos trago em niveis de
concentragbes de pg/g. WANG & LI (1995) por outro lado, assumem
como satisfatoria a recuperagao minima de 90% e maxima de 110%.
BARROS & HIRATA (1997) destacam que, embora seja desejavel
obter-se uma recuperagdo proxima a 100%, valores de recuperagdo
superiores a 50% tem sido usado como limite aceitavel, dependendo
do analito a ser determinado e da metodologia de analise.

Com base nesses trabalhos podemos considerar que a
porcentagem de recuperagao do método depende do tipo de solugao
diluente, da massa adicionada, do tipo de matriz, e dos erros
sistematicos e aleatérios inerentes ao método.

Assim, por exemplo, se a separagdo dos componentes celulares
nao for eficiente, isto &, se a amostra preparada contiver outros
componentes celulares que apresentem quantidades apreciaveis de
zinco, o resultado da determinacao deste mineral no eritrécito sera

sensivelmente afetado.

Quanto a precisdo do método, avaliada pela repetibilidade e
expressa pelos coeficientes de variagao (CV) intra e inter-ensaios
(tabela 4), os valores de 3,6 e 5,3%, respectivamente, encontram-se
dentro do limite aceitavel (<10 %) para analises de micronutrientes e
sdao semelhantes a outros autores (HORWITZ, 1982; DEUSTER et al.,
1987, SPRENGER & FRANZ, 1983, CORDEIRO, 1994).

Os graficos de controle da qualidade sao utilizados em diversas
areas para mensurar a qualidade de um produto ou de um servigo.
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Quem primeiro utilizou este método foi Shewart, em 1931, com a
finalidade de controlar o aspecto econdmico dos produtos
manufaturados ( DUX, 1986). O grafico de controle do método de
determinagdo de zinco eritrocitario foi apresentado na figura 4 e pode
ser usado como referéncia do laboratério em futuras andlises.

WANG & LI (1995) descrevem a utilizagdo de graficos na analise
da qualidade dos resultados analiticos. Consideram valores aceitaveis
aqueles situados entre a média + 3 desvios padrdo, pois segundo os
autores, as amostras utilizadas como materiais de referéncias,
poderiam ter sua composigdo alterada com o decorrer do tempo, ou
pela agéo de certos fatores como oxigénio, a temperatura, a luz, entre
outros.

Os resultados das analises em amostras de “pool” de eritrocitos
armazenadas por 6 meses mostraram que ha alteragdo na
concentragao de hemoglobina com o0 armazenamento, 0 que assinala
que essa determinagdo deva ser feita logo apés a coleta de sangue

(tabela 3 e figura 3).

A concentragdo média de zinco eritrocitario encontrada no grupo
avaliado (tabela 6) de 38,2 (+5) ngZn/gHb com intervalo de confianga
de 35,6 a 40,2 ugZn/gHb, mais baixo do que o encontrado por
WHITEHOUSE ef al., 1982, de 40,8 (+6,3) ugZn/gHb, para individuos
de ambos os sexos na faixa de 21 a 50 anos, e por GIBSON (1990)
de 42(+5) ngZn/gHb.
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TRAMONTE (1994 ) verificou em homens e mulheres adultas da
populagao brasileira de baixa renda no estado de Santa Catarina,
ingestdo média de zinco de 7,7 e 6,3 mg Zn/dia, respectivamente, pois
0 grupo estudado pela pesquisadora apresentou teores de fibras
bastante superiores em relagdo a todos os valores recomendados
pela DRIs que implicaram em prejuizo & biodisponibilidade de zinco.

ORTEGA et al (1999) que analisaram mulheres gravidas de 18 a
35 anos, sendo que 62 apresentaram uma ingestdao média de zinco
menor que 12 mg Zn/dia e 20 maior ou igual a 12 mg Zn/dia, estes
resuitados revelaram que o grupo estudado possuia adequacido de
consumo de zinco para esta situacdo fisiolégica, pois a média
preconizada peia RDA de 2000 é de 11mgZn/dia.

Considerando-se a ingestdo média de zinco do grupo estudado
(21 mulheres) de 9,7(+3) mg Zn/dia (tabela 6), podemos dizer que 15
delas tém ingestdo adequada (> 8,0 mg Zn/d) e 4 inadequada (<6,8
mgZn/dia) . Essa Gltimas necessitariam de um acompanhamento mais
prolongado - mais registros- para que se definisse se estdo com algum

grau de deficiéncia do mineral.

Os alimentos - fonte de zinco na dieta desse grupo, assim
classificados por apresentarem mais do que 1,2 mg Zn/ porgéao
habitual foram: carne bovina, linglica, carne suina, queijo gouda,
queijo branco, queijo mussarela, queijo prato, figado e amendoim. Os
que foram considerados fontes pela frequéncia diaria de ingestao sao:
leites, iogurtes, pdo integral e pao francés, macarrao arroz polido e
arroz integral, salsicha, salame e batata (tabela 7).
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Na determinagdo de Zn nos alimentos (anexo 6) os coeficientes
de variacao dos resultados encontram-se dentro do limite aceitavel
para as analises de micronutrientes, para estudos de repetibilidade ou
seja, abaixo de 10%.

A realizacao de levantamentos continuados de ingestdo
alimentar € importante para se avaliar os desvios intrapessoais e
permitir a montagem de um banco de dados que possibilite o
estabelecimento das necessidades médias estimadas (EARS) para a
populacao brasileira. Recomenda-se 0 consumo de alimentos- fonte
de zinco para suprir a recomendagao preconizada.
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Anexo 1 - 2 Fi
— Convite formal para as voluntarias participarem do projeto

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
DEPTO. DE ALIMENTOS E NUTRIGAO
EXPERIMENTAL
Av. Prof, Lineu Prestes, 580
05508-900 S.Pauio Brasil
Fax (00 55) (11) 8154410

Laboratdnio de Nutngdo. F: 818 3551
CONVITE
Sao Pauto. ....... de ..o de 1999
llmo Sr. (a)

Por meio da presente, formalizamos o convite para que participe do projeto
“Avaliagdo do estado nutricional em minerais (Zn, Cu, Fe e Mg) de jogadoras de
Pdlo Aquatico em fases pré -competitiva”. O referido estudo sera realizado na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (USP) e no
INCOR (Instituto do Coragao).

O estudo tem como objetivo geral a avaliagéo do estado nutricionat, de
varios minerais. em atletas de competicido da modalidade Pdlo Aquatico.

Com essa finalidade, serao realizadas as availiagoes:

A- Consumo Alimentar

B- Antropometria

C- Eritrograma

D- Soro. para analise de outros minerais

E- Teste Ergoespirométrico









Meu sangue sera cothido da veia de um dos bragos e eu deverei estar sentada ou
deitada. O unico risco na coleta € de extravasamento do sangue devido a
fragilidade da veia efou estado de tensdo. podendo acarretar aparecimento de um
hematoma, que desaparecera no maximo em uma semana. Nesse caso, a area
podera ficar um pouco dolorida. Eventuaimente podera ocorrer sensagdo de
tontura.

3. Que eu realizarei um Teste Ergoespiromeétrico, uma unica vez, no Laboratorio
de Teste de Exercicio Cardic Pulmonar - INCOR, que sera monitorizado por
pessoal técnico especiaiizado. O teste consistira em avaliar a minha capacidade
fisica. apds esfor¢o realizado pedalando em uma bicicleta. Sera introduzido em
minha boca um tubo. onde ficard o ar que sera expelido durante a reatizacao do
esforgo. Eu poderei ficar cansada por alguns minutos, mas nao ha riscos de
acidentes.

4. Que eu receberei um impressoc de Gasto Energéetico onde eu deverei anotar.
com responsabilidade, todas as atividades que desenvoiver pelo periodo de 3
dias. com a finalidade de determinar o meu gasto energético diario.

5. Que eu receberei um impresso de Registro Alimentar de 3 Dias para anotar,
com muita atengao e detalhe, tudo 0 que eu beber e comer nestes dias, sem
mudar meus habitos alimentares no periodo de anotagdo, com 0O objetivo de
calcularem a minha ingestao caidrica.

6. Que eu receberei uma Ficha de Cadastramento para anotar informagoes
pessoais de interesse ao projeto de pesquisa.

7. Que eu sereil entrevistada por um pesquisador para responder um Quest?onério
de Frequéncia Alimentar Especifico e dados sobre saude (/nvestigagdo Clinica).

8. Que eu serei avaliada fisicamente a partir do levantamento de dados como
peso. altura e dobras cutdneas. As dobras serdo medidas com um apareiho
chamado adipdémetro, que se assemelha a uma pinga de maior proporgao. Q
pesquisador ira pingar com o polegar e o indicador a peie de algumas partes de
meu corpo {(braco, costas, abdémen, perna), e fara a leitura da dimensao das
dobras com o aparetho. Podera ocorrer vermelhiddo e ligeira dor no(s) locai (is)
somente no ato da medida.

9. Que receberei resposta a quaiquer pergunta e/ou esclarecimento sobre minhas
duvidas a respeito de assuntos reiacionados com a pesquisa.

10. Que os resultados obtidos com os meus dados serao comentados
individuaimente apos avaliagao final dos pesquisadores envolvidos.



11. Caso houver algumas aiteragdées importantes em uma de minhas avaliagtes,
serel encaminhado a um especialista

12. Que ndo sera devido pela pesquisadora responsavel quaiguer remuneragao
peia minha participagdo nesse estudo.

13. Que para qualquer recurso ou reclamagéo poderei contatar o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séao
Paulo atraves do telefone (011) 818-3677.

de ... de 1999.

...............................................................................................

Assinatura do voiluntanoc Assinatura do responsavel
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Anexo 3 - Ficha de cadastramento /habitos de satde das voluntarias

FICHA DE CADASTRAMENTO/ HABITOS DE SAUDE

NOME ..t e s e sttt e s s s e essar st e et sesessrbareeessssssnenrees
Data de nascimento: / / Idade:...............

|3 Te [T (=T oo SO
Fone: ReS...cccovveeviiiiiiiceieccenee s, {67 ] 1 1 U
Celular......cccoovviiiiieieiiiieeeevee s (S To [ T

Nivel de escolaridade:

(1) Superior (2) Colegial completo (3) Colegial incompleto (4) Ginasio (5)
Auséncia de escolaridade

L0 ToTF] o - Tor- Lo L OO RPPPN
Estado civil: ......ccoovviiinnnenn.

Ja recebeu algum tipo de orientagao nutricional?

() sim () nao

Com quem?

() médico () nutricionista

L T 113 (oS- SOOI OPPP N
(@] 21 T U OO ERRRE

Tem algum problema de saade crdnico?

() nao () sim Qual?

Apresentou, durante o Ultimo ano, algum problema de saude?

() nao () SIM QUAIZ.. ..o e



Foi necessario realizar algum exame de sangue? ( )sim ( )ndo

Tem habito de consumir medicamentos e/ou suplementos nutncionais?

( ) Nao ( )Sim: ( ) conta prépria ( ) prescricao medica

Com que freqUéncia tem CONSUMIAO?...........ocoiimieeirrieeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeens

Toma a medicagao:

( ) corretamente de acordo com bula ou prescrigdo

( ) falha algum dia por esquecimento

( ) para de tomar quando acha que nao & mais necessario. mesmo que nao tenha
completado a dose prescrita.

Esta consumindo algum medicamento/suplemento nutricional atuaimente? ()
Nao

() Sim. Qual (is)?
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Anexo 4 - Questionario de investigagdo médica de cada voluntaria

Antecedentes familiares : ( YNao ( ) Sim

Apetite : ( )Inapeténcia { ) Normal ( ) Aumentado
Mastigacdo. ( ) Rapida ( )Adequada ( )Lenta ( ) Compulsiva

Alteragdes gastrintestinais: ( ) Pirose /Azia ( ) Obstipagdo ( ) Distensdo ( )
Flatuléncia ( ) Diarréia ( ) Hemorroida/Fistula ( ) Outros

Presenga de vémitos/enjéo: ( ) Nao ( ) Pés prandial ( ) Pré prandial
( )misto ( ) Outros

Evacuagébes: ( ) Diaria ( ) Alternada ( )>2dias ( ) > 4 dias
Consisténcia das fezes: ( ) Liquida ( ) Pastosa ( ) Ressecada

Usa laxante ? ( )Nao ( )Sim

Ingestdo de dgua: ( )< 2 copos/dia ( )2 a 4 copos/dia ( )5 a 6 copos/dia
( )> 2 L/dia

Habito urinario:

Aspecto da urina: () Bem claro ( ) Amarelado/normal ( ) Concentrado
Hipoglicemia: ( ) Ndo ( ) Sim Momentos:

Idade da primeira menstruagéo:

Ciclo Menstrual: () Normal ( ) Alteraco
Anermia: ( ) Nao ( ) Sim Quando/Tipo:

Caibras: ( ) Ndo ( ) Sim Momentos:

Resisténcia Imunolégica:
Fadiga Muscular: { ) Ndo ( ) Sim Momentos:
Exames Bioquimicos: () Ndo ( ) Sim Qual(is)/Quando/Resuitados (mais

recentes):
Ansiedade: ( )Nao ( )Sim Momentos

Preferéncia Alimentar: - - .

Aversao Alimentar.

Alergia Alimentar:

Intolerancia Alimentar.
















