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RESUMO

Introducido: Em 30 anos, o percentual de idosos longevos ira triplicar, entretanto, os
idosos tém vivéncias particulares em cada fase do envelhecimento. A nutri¢do adequada
¢ um pilar fundamental no envelhecimento saudavel. Cobre e zinco sdo associados a
indicadores de qualidade muscular e composi¢ao corporal. Contudo, essas associagdes
carecem de maior elucidacao no contexto de pessoas idosas longevas saudaveis. Ademais,
a razdo Cobre/Zinco (RCZ) tem sido apontada como um preditor de declinio funcional e
mortalidade. Objetivo: Estudar a relagdo de biomarcadores de zinco e cobre e a RCZ com
indicadores de qualidade muscular e parametros de composi¢ao corporal em pessoas
idosas longevas saudaveis. Métodos: Estudo transversal com idosos de 80 anos ou mais
ndo frageis. A composic¢do corporal foi avaliada por antropometria e bioimpedancia e o
consumo alimentar por trés registros alimentares de dias ndo consecutivos. Os indicadores
de qualidade muscular foram os testes de forca de preensdo palmar e o Short Physical
Performance Battery (SPPB). O angulo de fase (AF) foi avaliado como marcador da
integridade muscular. Os biomarcadores plasmaticos, eritrocitdrios e urinarios foram
avaliados a partir de amostras de sangue e de urina de 24 horas. A RCZ foi calculada e os
participantes foram divididos em quartis de acordo com o valor desta relagdo e
dicotomizados em dois grupos, sendo o primeiro composto pelos trés quartis iniciais da
distribuicdo e o segundo pelo quarto quartil. Analises multivariadas e de regressao de
Poisson foram realizadas. Resultados: Foram incluidos 71 idosos saudaveis, com
mediana de idade de 84 (82-87) anos, sendo 55% do sexo feminino. A inadequacdo para
ingestdo de Zn e Cu foi observada em 53,4% e 42,3% da amostra, respectivamente. Em
relagdo ao Zn, 43,7%, 7% e 57,1%, dos idosos apresentaram adequacdo para os
biomarcadores plasmaticos, eritrocitarios e urinarios, respectivamente. Quanto ao Cu, a
adequagdo foi encontrada em 100%, 100% e 3,17% da amostra para os respectivos
compartimentos. 76% dos idosos apresentaram bom desempenho no SPPB e 82,1%
apresentaram forc¢a de preensao palmar adequada. Entretanto, nenhum destes indicadores
de qualidade muscular e de consumo alimentar, bem como as variaveis antropométricas,
esteve significativamente associado aos biomarcadores de Cu e de Zn. Encontramos uma
RCZ média de 1,51 (£ 0,16), sem diferenga entre os sexos. Associacdo inversa
significativa foi encontrada entre a RCZ e o AF (p = 0,026; razao de prevaléncia: 0,62

(IC 95% 0,47 - 0,81; p=0,001) com ajuste para idade). Conclusao: Mesmo no contexto



do envelhecimento saudavel, observamos alta incidéncia de inadequacdo dos
biomarcadores de Zn, o que ndo foi encontrado para o estado nutricional do Cu, com
excecdo apenas do biomarcador urinario. Em idosos longevos e sauddveis os
biomarcadores estudados ndo foram associados com os indicadores de qualidade
muscular e as variaveis antropométricas. A RCZ esteve inversamente associada ao AF,
parametro que reflete a integridade celular e tem sido associado a sarcopenia, fragilidade

e mortalidade em diferentes populagdes geriatricas.

Palavras-chave: idoso de 80 anos ou mais; envelhecimento saudavel; zinco; cobre; impedancia
elétrica.



ABSTRACT

Introduction: In 30 years, the percentage of longevous elderly people will triple,
however, they have particular experiences at each stage of aging. Adequate nutrition is a
fundamental pillar in healthy aging. Copper and zinc are associated with indicators of
muscle quality and body composition. However, these associations require further
elucidation in the context of healthy, long-lived elderly people. Furthermore, the
Copper/Zinc ratio (CZR) has been identified as a predictor of functional decline and
mortality. Objective: To study the relationship between zinc and copper biomarkers and
CZR with muscle quality indicators and body composition parameters in healthy
longevous elderly people. Methods: Cross-sectional study with non-frail elderly people
aged 80 or over. Body composition was assessed by anthropometry and bioimpedance
and food consumption by three food records on non-consecutive days. Muscle quality
indicators were handgrip strength tests and the Short Physical Performance Battery
(SPPB). Phase angle (FA) was evaluated as a marker of muscle integrity. Plasma,
erythrocyte and urinary biomarkers were assessed from 24-hour blood and urine samples.
The RCZ was calculated and participants were divided into quartiles according to the
value of this relationship and dichotomized into two groups, the first being composed of
the three initial quartiles of the distribution and the second comprising the fourth quartile.
Bivariate and Poisson regression analyzes were performed. Results: 71 healthy elderly
people were included, with a median age of 84 (82-87) years, 55% of whom were female.
Inadequate intake of Zn and Cu was observed in 53.4% and 42.3% of the sample,
respectively. Regarding Zn, 43.7%, 7% and 57.1% of the elderly had adequate plasma,
erythrocyte and urinary biomarkers, respectively. As for Cu, adequacy was found in
100%, 100% and 3.17% of the sample for the respective compartments. 76% of the
elderly presented good performance in the SPPB and 82.1% had adequate handgrip
strength. However, none of these indicators of muscle quality and food consumption, as
well as anthropometric variables, were significantly associated with Cu and Zn
biomarkers. We found an average CZR of 1.51 (+ 0.16), with no difference between sex.
A significant inverse association was found between CZR and PA (p = 0.026; prevalence
ratio: 0.62 (95% C1 0.47 - 0.81; p = 0.001) with adjustment for age). Conclusion: Even

in the context of healthy aging, we observed a high incidence of inadequacy of Zn



biomarkers which was not the case with the nutritional status of Cu, where only the
urinary biomarker was altered. In healthy longevous elderly people, the studied
biomarkers were not associated with muscle quality indicators and anthropometric
variables. RCZ was inversely associated with PA, a parameter that reflects cellular
integrity and has been associated with sarcopenia, frailty and mortality in different

geriatric populations.

Keywords: aged 80 or over; healthy aging; zinc; copper; electric impedance.
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1. APRESENTACAO

O envelhecimento populacional ¢ um processo global, entretanto, os paises de baixa e média
renda experienciam esta mudanga com maior intensidade’. Os individuos idosos longevos, com idade
superior a 80 anos, correspondem a 2,3% da populagdo brasileira em 2023, e espera-se que este
percentual triplique em até 30 anos®. Este aumento da expectativa de vida deve ser acompanhado da
manutencdo da qualidade de vida, sem grandes implicagdes na capacidade funcional, pelo maior

periodo possivel'.

A capacidade funcional representa um paradigma no envelhecimento saudéavel, pois entende-
se que o completo bem-estar ¢ passivel de ser mantido ao longo do tempo, mesmo na presenga de
doengas e, portanto, uma pessoa idosa saudavel seria aquela que mantém uma interagao positiva entre
saude fisica, saude mental, independéncia, integragdo social, suporte familiar e independéncia

econdmica’.

As dimensdes ambientais e sociais podem afetar a manutengdo de comportamentos saudaveis
ao longo da vida* que, em ultima instancia, contribuem para prolongar a independéncia e autonomia'.
Particularmente em relagdo a alimentacdo, padrdes alimentares e alimentos ou nutrientes especificos

. . 5 : a6 x . 7.8
tem impacto no metabolismo muscular’, performance fisica® e prevencao da sarcopenia’® e da

9,10. 11-14.

fragilidade’!’; em marcadores inflamatorios'!"'4; na satide mental'>:!®; na satide 6ssea!”:!8

e, portanto,
na prevencdo e tratamento de doencas altamente prevalentes!®2. Por estes motivos, a nutri¢io
adequada est4 intrinsecamente relacionada a menor morbimortalidade geral e aumento da expectativa

e qualidade de vida da populagio idosa®’’.

No que tange aos minerais, € sabida a capacidade de modular tanto o acimulo de danos quanto
as vias metabodlicas notoriamente alteradas durante o processo de envelhecimento, como as que
regulam a inflamagdo e o estresse oxidativo®®. Ademais, sdo elementos que participam na prevengio
da sarcopenia, e, consequentemente, podem estar associados a manuten¢io da funcionalidade?!. Os
minerais, portanto, potencialmente favorecem o envelhecimento saudavel - relacdo que carece de

maior elucidacio’?.

Neste cendrio, o zinco (Zn) pode ter papel fundamental uma vez que exerce fungdes
metabolicas, estruturais, cataliticas e regulatérias, cujo maior efeito se da sob a modulagdao da

resposta, proliferacdo e sobrevivéncia das células T através de sua influéncia na transdugdo de sinal
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de citocinas, em fatores de transcri¢ao e na ativagdo de moléculas de sinalizagdo. Assim, a deficiéncia

de Zn no envelhecimento pode estar associada & imunossenescéncia, bem como, a fragilidade®?.

Por sua vez, o cobre (Cu) também exerce um importante papel no sistema imunologico ja que
¢ fundamental para o transporte de elétrons, reticulagdo de coldgeno e elastina, oxidacgao de ferro e
sintese de melanina e de neurotransmissores**. Ademais, o Cu atua sinergicamente com o Zn em
vérias metaloenzimas como a superéxido dismutase (SOD)?>.

Em pessoas idosas, estdo presentes sinais inflamatorios € hormonais que favorecem a
manutengdo e o reparo de tecidos em detrimento da promog¢ao do crescimento e reproducao. No que
tange ao estado inflamatorio de baixo grau presente no envelhecimento, denominado inflammaging,
sabe-se que este ¢ provavelmente sustentado pela ativag@o progressiva das células imunes ao longo
do tempo. Em conjunto, estas mudancas parecem induzir uma diminui¢do de Zn e um aumento de Cu
plasmaticos como parte de um mecanismo cujo objetivo seria o aperfeigoamento da defesa
antioxidante. Entretanto, o aumento da razdo Cu/Zn (RCZ) ¢ visto como uma tentativa furtiva de
modular a resposta imune comprometida, caracterizada pelo aumento de células imunoldgicas
disfuncionais, e evitar a degeneragio de tecidos®®. Ademais, a RCZ est4 relacionada a carga oxidativa
sistémica’’ e a perda da capacidade funcional. Ndo est4 claro, no entanto, se 0 aumento cronico desta
razao causa efeitos deletérios por si s6 ou se os fatores que impulsionam seu aumento a tornam um

potencial marcador de morbimortalidade na populagdo idosa®.

Nesse contexto, conhecer o estado nutricional relativo ao Cu e ao Zn, bem como a razdo entre
estes, em uma amostra de idosos longevos podera contribuir para maior elucidagdo do perfil destes

micronutrientes no envelhecimento saudavel.
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2. INTRODUCAO
2.1 O envelhecimento saudédvel e longevidade

Devido a transi¢do demografica mundial, processo reconhecidamente irreversivel, o

11,38,39

envelhecimento populacional é uma preocupagao para a satde publica globa ,ja que a populagdo

com mais de 65 anos passa por um crescimento mais acentuado do que os demais grupos etarios*.
Este processo provoca alteragdes na vida dos individuos, de seus familiares e comunidade, bem como,

na demanda de politicas publicas e alocagiio de recursos financeiros*'*?.

Em 2022, haviam 1,1 bilhdo de pessoas idosas no mundo, representando um em cada dez
habitantes com idade superior a 65 anos, enquanto em 2050, ¢ apontada a projecao de um para cada
seis, equivalendo a 16% da populagdo. A projecdo para a populagdo com idade superior a 80 anos ¢
um salto de 157 milhdes em 2022 para 459 milhdes em 2050*. No Brasil, a inversdo da estrutura
etaria da populagdo representa uma importante transformagdo no padrdo demografico e ¢é resultado
do declinio da mortalidade infantil e tardia*’, sendo a Gltima majoritariamente decorrente, por sua vez,
da implementacdo de politicas publicas de preven¢do e tratamento de doengas***°. Segundo as
projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a expectativa de vida ao nascer
em 2023 ¢ de 77,4 anos, sendo que em 10, 20 e 30 anos teremos, respectivamente, uma expectativa

de 79,05, 80,09 e 80,74 anos”.

De acordo com o Estatuto da Pessoa Idosa, ¢ definida como idosa a pessoa que tem 60 anos
ou mais de idade*®. Com relacio ao percentual deste grupo etario, em 2023 temos 15,58%, isto ¢, 33,6
milhdes de pessoas, e em 30 anos, teremos 29,63%?. Atualmente o pais encontra-se em 6° lugar no
que tange ao tamanho de sua populagdo idosa*’. Ressalta-se que um aspecto demografico observado
neste publico € a concentracao de mulheres denominada como feminizagdo do envelhecimento. Outro
fator importante ¢ a distribuicdo de pessoas idosas entre as regides do Brasil, onde se destacam o
Sudeste e o Sul como as de maior concentragido®’. Além disso, os idosos considerados longevos, com
idade superior a 80 anos, corresponderdo a 3,48%, 5,23% e 6,99% em 10, 20 e 30 anos,

respectivamente, seguindo a tendéncia de um maior contingente de mulheres?.

Este rapido envelhecimento populacional aumenta a carga de doencas, principalmente das
doencas e agravos nio transmissiveis (DANTSs),*® e de individuos vivendo com incapacidades*. No

entanto, apesar do risco aumentado para doengas com o avango da idade, individuos idosos com

18



comorbidades podem apresentar uma boa qualidade de vida, pois quando estas estdo sob controle,
nao limitam atividades ou a participagdo social e pouco influenciam em seu bem-estar. Este, por sua
vez, ¢ o resultado do processo de manutencdo da funcionalidade global, que caracteriza o

150

envelhecimento saudavel>”. Desta forma, a condi¢ao de autonomia e independéncia prediz a saude do

idoso mais do que a auséncia de doencgas>'.

A funcionalidade global ¢ definida como a capacidade de gerir a propria vida e cuidar de i
e ¢ composta pela capacidade intrinseca e por fatores ambientais significativos e a interagdo entre
eles. A capacidade intrinseca compreende capacidades mentais e fisicas que sdo influenciadas por
outros aspectos como a presenca de enfermidades, lesdes e outras alteragdes relacionadas a idade. O
ambiente consiste, em micro € macroperspectiva, no lar, na comunidade e na sociedade, onde as
relacdes, o acesso a saude, e politicas publicas sdo relevantes®. J4 a autonomia, definida como a
capacidade individual de decisdo e comando, estabelecendo e seguindo as proprias regras, estd
relacionada a cogni¢do que € necessaria para compreensio e resolu¢ao de problemas e ao humor
(motivagdo). A independéncia, por sua vez, ¢ conceituada como a capacidade de realizar algo com os
proprios meios, estando interligada a mobilidade, que compreende o deslocamento e manipulacao do

meio, e & comunica¢io’>.

A idade avancada, portanto, ndo estd diretamente relacionada a perda de satisfacdo geral com
avida, pois esta € impactada por fatores ambientais mais amplos do que o risco aumentado de doencas
e as mudangas sociais que ocorrem na velhice. A capacidade de reparo em meio as agressoes esta
associada a abordagens que reforcam a recuperacdo, a adaptacdo e o crescimento psicossocial de
idosos®®. Neste contexto, a resiliéncia é caracterizada pela autodeterminacio, senso de controle e

ial>* e descri bord 1 itiva®, fi d
suporte social™ e descrita como uma abordagem comportamental positiva’, fruto de processos
sociais € psiquicos que, por meio de estratégias de enfrentamento, geram adaptabilidade frente as

adversidades>®.

De acordo com Tavares et al. (2017), a perspectiva da propria pessoa idosa acerca do
envelhecimento saudavel abrange a dimensao biologica, onde a alimentagdo saudavel e a auséncia de
sedentarismo, etilismo e tabagismo destacam-se; a dimensdo psicoldgica, onde o otimismo e a
felicidade foram citados; a dimensao espiritual, onde a fé e a espiritualidade sobressaem; e a dimensao
social, onde as relagdes com a familia e amigos ou atividades de lazer comunitérias, bem como viver

com autonomia e independéncia foram consideradas mais relevantes®’.
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Similarmente, Abud et al. (2022) identificou dez determinantes interdependentes para o
envelhecimento saudavel: atividade fisica, dieta, autoconsciéncia, perspectiva, aprendizagem ao
longo da vida, fé€, apoio social, seguranca financeira, envolvimento com a comunidade e
independéncia, sendo o ultimo um determinante de sobreposicao, presente na esfera fisica, mental e
social. Por este motivo, o envelhecimento saudével nao pode ser lido como um processo homogéneo
e universal, mas sim como o equilibrio entre os determinantes que variam de acordo com a cultura,

sexo e idade’®.

A anélise da influéncia de fatores comportamentais, sociais ¢ ambientais que compde as

doencas cronicas mais prevalentes em pessoas idosas é fundamental®

. Os aspectos nutricionais que
parcialmente culminam em um maior risco de perda funcional ¢ morbimortalidade podem ser
modificados mesmo em idosos longevos®. Neste cendrio, a deficiéncia de minerais, micronutrientes
que constituem um pilar fundamental na nutri¢do de pessoas idosas e exercem fungdes biologicas
amplas e fundamentais, pode levar a um comprometimento da fungdo de 6rgdos®. E de grande

interesse, entdo, que investiguemos o estado nutricional de minerais como o Zn ¢ o Cu em uma

populacdo longeva.
2.2 Zinco e o envelhecimento saudavel

O Zn ¢ um dos mais importantes e abundantes oligoelementos presentes no organismo,
atuando principalmente como catalisador de reagdes presente em mais de 300 enzimas; elemento
estrutural fundamental para o correto funcionamento das proteinas de ligagdo; e ion regulador
implicado em todos os niveis de transdu¢do de sinal celular, incluindo crescimento, proliferagdo e
apoptose. Nesse contexto, o Zn regula a expressdo de citocinas, atenua a resposta inflamatoria e,
indiretamente, atua reduzindo o estresse oxidativo a partir da contencdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) mantendo, entio, a integridade do DNA®. Ademais, estudos recentes
demonstraram seu papel no metabolismo de lipidios e da glicose, regulando a expressao da insulina,

0 que o torna um elemento chave para a prevengdo da sindrome metabolica®.

Durante a digestdo, o Zn ¢ liberado dos alimentos na forma de ions livres que podem ser
quelados a aminoacidos ou reconhecidos na sua forma divalente na borda em escova antes do seu
transporte para os enterdcitos no duodeno e jejuno®. O metal é absorvido no intestino delgado,

especialmente no jejuno, por mecanismo mediado por transportadores e também por difusdo simples.
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Quando administrado na forma de solu¢des aquosas, em individuos em jejum, o Zn ¢ absorvido de
forma eficiente (60-70%) e em menor propor¢ao (30%) em dietas solidas. A absor¢do varia em fungao
da concentracdo luminal do micronutriente e da composicdo da dieta®. Outro fator que influencia a
absorcdao do mineral ¢ o seu estado nutricional, sendo que individuos com deficiéncia o absorvem
com maior eficiéncia. O sistema porta transporta o Zn absorvido diretamente para o figado e, entao,

o libera para a circulagdo sistémica®.

Cerca de 70% do Zn em circulagdo esta ligado a albumina (ALB) e qualquer condi¢do que
altere a concentragcdo da mesma, pode ter efeito secundario nos niveis séricos desse elemento. Embora
o Zn sérico represente apenas 0,1% do Zn total do organismo, o mineral circulante ¢ o grande
responsdvel por manter o pool disponivel para reposicdo aos tecidos®>. O biomarcador mais
comumente utilizado para avaliar o estado nutricional relacionado ao Zn ¢ a sua concentragao
plasmatica®” embora haja controvérsias sobre a confiabilidade deste pardmetro bioquimico, ja que os
niveis séricos deste mineral podem ser reduzidos na presenca de uma resposta inflamatdria
sistémica®® Alguns autores sugerem associa-los a outros indicadores, como a ingestdo alimentar, o

Zn eritrocitario, Zn no cabelo e a medida de atividade de enzimas Zn-dependentes®®”

O Zn tem sua homeostase controlada nos mamiferos por proteinas transportadoras,
responsaveis pelo influxo e efluxo celular do mineral, pelas vesiculas retentoras do mineral
(zincossomos) e por sua ligagdo a proteinas como as metalotioneinas (MTs), normalmente
encontradas no interior das cé€lulas, desempenhando papel citoprotetor. As MTs podem ligar-se até
15% do Zn2+ celular e libera-lo durante o estresse oxidativo. As proteinas transportadoras fazem
parte da familia ZnT (SLC30) ou Zip (SLC39), sendo a primeira responsavel pelo transporte do
mineral do citoplasma para fora da célula (efluxo) ou para vesiculas intracelulares e a segunda atua

no sentido contrario, ou seja, no influxo do Zn’!.

O Zn pode apresentar-se nos tecidos nas formas livre e ligada conferindo efeitos diferentes
nas MT e em um dos grupos mais abundantes de proteinas, as proteinas dedo de Zn’?, que
desempenham infimeros papéis moleculares em processos metabolicos e na transcrigio génica’. Os
ions de Zn possuem papel estrutural em 10% de todas as proteinas de mamiferos’*. Em sua forma
livre (biodisponivel, rapidamente permutavel ou labil), o ion de Zn representa uma fracao de ligagao
fraca capaz de induzir rapidamente trocas de ligantes. E especialmente vulneravel a remogéo de sitios

ligantes por elementos mais eletronegativos como o Cu’.
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O contetido total de Zn no corpo humano ¢ de 2 a 4 g, dos quais 95% sao intracelulares, com
pequeno pool plasmatico de 13,8 a 22,9 uM/L e rapido turnover’®. Segundo Duarte, Reis e Cozzolino

(2020), 0 Zn esta armazenado em diversos 0rgaos, tecidos e fluidos do corpo humano, principalmente

no musculo esquelético (cerca de 63%)’’, além de estar presente no figado (3%) e no bago (<1%)’%.

Os alimentos com maior densidade de Zn (mg/kcal) provém de fonte animal, como as carnes,
aves e frutos do mar, especialmente cordeiro, crusticeos, visceras bovinas e moluscos’. Entretanto,
sdo alimentos caros, nao representativos de varios padroes alimentares e/ou pereciveis. Por isso,
grande parte do Zn consumido no mundo provém de alimentos de fonte vegetal como os cereais ou
do leite e seus derivados, apesar do baixo teor ou biodisponibilidade deste mineral nessas matrizes

alimentares®®®!

. Como consequéncia, deve-se enfatizar a diminui¢cdo do consumo de inibidores de
sua absorcdo, como os fitatos e taninos, através de técnicas como o remolho e a germinacdo. A

fortificacdo de alimentos com Zn também representa uma boa opg¢io ainda a ser estudada®’.

Com relacdo a recomendagdo para a ingestdo didria de Zn, para individuos com mais de 70
anos, esta é de 11 e 8 miligramas para pessoas do sexo masculino e feminino, respectivamente®?. J4
com relacdo ingestdo efetiva de Zn, de acordo com os dados da Pesquisa de Orgamentos Familiares
(POF), a média em homens com idade superior a 60 anos passou de 11,5 mg em 2008-2009 para 10,9
mg em 2017-2018 e sua inadequagao foi mais expressiva neste mesmo periodo (39,0% vs 33,5% em
2008-09). Mulheres idosas também apresentaram reducdo na sua ingestdo de 9,5 mg para 8,6 mg, e

o percentual de ingestdo insuficiente aumentou expressivamente de 23 para 31,4%53%,

O diagnostico da deficiéncia deste oligoelemento se baseia na concentragdo sérica (valores de
Zn plasmitico inferiores a 70 pg/dL)%, todavia, esta homeostase é cuidadosamente ajustada por
mecanismos compensatorios. Os fendmenos que alteram os niveis plasmaticos de Zn estdo mais
relacionados a natureza inflamatoria de baixo grau do envelhecimento e outras condigdes®®. Esta
alteracdo pode se dar de maneira subliminar uma vez que ajustes metabolicos em enzimas zinco
dependentes podem diminuir a demanda pelo metal e alterar a redistribui¢io de pools de Zn®¢.
Podemos citar também as alteragdes intestinais, bem como na mastigacao e nas estruturas orais (como
a presenca de doencas periodontais ou a auséncia/inadequacao de proteses levando a substituicao de
alimentos duros ricos em Zn por alimentos macios pobres em Zn), € as interagdes medicamentosas e
com outros minerais ou vitaminas como possiveis causas para que a absor¢ao de Zn seja até 20%

menor em pessoas idosas quando comparadas a adultos®’. Ademais, a excregdo urinaria de Zn também
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¢ aumentada na velhice®®, possivelmente devido a uma diminui¢do da absorcio de Zn, que pode

refletir uma necessidade diferenciada deste mineral por estes individuos em comparagdo a adultos®’.

O estudo europeu ZincAge, realizado com 853 pessoas entre 60 e 84 anos, aponta que 31%
dos participantes apresentavam deficiéncia marginal de Zn (definida como concentra¢des plasmaticas
de Zn menores que 72 ug/dL) e que o baixo consumo de alimentos fonte deste mineral esteve
associada & maiores niveis de deficiéncia®. Em contrapartida, o estudo ZENITH, indica, em uma
subamostra de 199 individuos com idade entre 70 a 85 anos, um percentual de 5,6% de deficiéncia
de Zn (considerada como niveis inferiores a 70 ug/dL). Consistente a esse achado, a porcentagem de

individuos que ingeriram menos de 2/3 da RDA europeia foi de apenas 3,55%”°".

Quanto a deficiéncia de Zn, a alteracdo mais frequente se d4 em relacdo ao prejuizo da resposta
imune, inata e adaptativa, com distirbio do sistema antioxidante, refletindo no aumento de processos
infecciosos e inflamatdrios, mas também no desenvolvimento fisiopatolégico de multiplas doengas
cronicas frequentes em pessoas idosas’>. A coexisténcia desta deficiéncia e das alteragdes
neuroenddcrinas, como a alteragdo na regulacdo de glicocorticoides, dehidroepiandrosterona,
catecolaminas®® e hormonios timicos™, que levam a uma desregulacdo em processos inflamatorios
imunomediados no individuo idoso, impacta na apoptose com altos niveis de MT resultando na

diminuicdo de Zn intracelular livre®.

A populagdo idosa € um dos grupos que parece ter uma alta incidéncia de deficiéncia leve de
Zn%, com valores plasméticos de Zn entre 40 a 60 ug/dL’. Este grau deficitario pode estar associado
a prejuizos no paladar e olfato, imunidade reduzida®’ e risco aumentado de pneumonia e outras
infecgdes’®?. Ja em casos de deficiéncia grave de Zn (< 40 ug/dL) podem ocorrer diminui¢io da
funcao linfocitaria, perda de cabelo, diarreia, impoténcia, comprometimento da fun¢do visual até
lesdes nos olhos, como as ulceras de cornea'”’, lesdes cutineas, anorexia com subsequente perda de

peso, retardo na cicatrizagio, letargia mental e anemia®>!°!,

Os fatores relacionados ao envelhecimento que podem diminuir o Zn plasmatico sao: (1)
diminui¢do dos niveis séricos de ALB devido a inflamacdo de baixo grau!®? e (2) acimulo de Zn no
figado, timo e medula 6ssea, como apoio a produgdo de células hematopoiéticas na medula ossea e a
resposta proliferativa de linfocitos, bem como para reduzir o crescimento de eventuais patdogenos

invasores'%*1%. Vale ressaltar que Alberro et al. (2021) encontraram redugio dos niveis séricos de
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ALB e aumento de marcadores inflamatdrios como proteina C reativa (PCR), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) tanto em idosos robustos quanto em idosos frageis, o que nos
leva a repensar o valor progndstico da inflamacdo enquanto um processo caracteristico e especifico
da fragilidade!®. Outros estudos também demonstraram associagdo inversa entre idade e

albuminemia!®>1%,

No que se refere ao distirbio do sistema oxidante, podemos observar seu efeito na
degeneracao muscular. A ingestdo de Zn (ajustada a ingestao de calorias) foi um preditor positivo de
mudanga na massa magra apendicular (MMA) avaliada por absorciometria de raios-X de dupla
energia (DEXA) em todas as andlises transversais e longitudinais, ajustadas para idade, sexo,
atividade fisica, mudanga na gordura corporal e na ingestdo de proteinas feitas a partir de dados de
uma coorte prospectiva com 740 individuos de 50 a 79 anos, cujo follow-up foi de 2,6 + 0,4 anos.
Neste estudo, o consumo de Zn foi associado a massa muscular e a taxa de perda muscular (mas nao
a for¢a muscular)!?’. Waters e colaboradores (2014) demonstraram a relagio entre a muito baixa
ingestdo de Zn e a velocidade de marcha, onde uma ingestdo menor que 1 mg/dia foi associado a
lentiddo (p<0,1). Ao comparar o quartil mais baixo de ingestdo de Zn (com valores de ingestdao acima
dos preconizados pelo Instituto de Medicina dos EUA) aos trés quartis mais altos de ingestao, a menor
ingestao de Zn foi um fator de risco para velocidade de marcha mais lenta em homens (OR 3,57 (1,14,
11,18) e em mulheres (OR 2,33 (1,12, 4,85)!%. Ainda niio ha uma explicacio clara para esses achados,
porém, ¢ possivel que a agdo do Zn na neutralizacdo de ERO’s atenue as modificagdes pds-
traducionais induzidas por estas substancias e auxilie na manuten¢do do ambiente redox do musculo,
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resultando em uma menor perda de quantidade e qualidade muscular'™. De forma geral, a ingestao

de Zn no contexto da prevengao e tratamento da sarcopenia também carece de ampla investigagao.

Atualmente, a literatura também se debruga sobre o papel do Zn na neurodegeneracao, visto
que o Zn citoplasmatico liberado pela oxidagdo de proteinas ligantes via produg¢do de ERO’s gera
uma resposta imune descontrolada no cérebro e leva a prejuizos funcionais as mitocondrias com
geracdo de mais espécies reativas, caracterizando, assim, um ciclo vicioso!!’. Esse dano oxidativo
representa apenas uma das diversas vias que, em ultima instancia, podem levar a lesdes neuronais

através da regulagio positiva de mediadores inflamatérios!!!

. Neste cendrio, a deficiéncia de Zn pode
estar atrelada a um comprometimento cognitivo e a doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e

Parkinson!'?.
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Pacientes idosos depressivos apresentaram menor ingestdo e concentragdo plasmatica de Zn
quando comparados a controles!'?. O Zn plasmatico também foi correlacionado com a subcategoria
de concentragdio medida com o teste Mini Exame do Estado Mental (MEEM)!''%, ao risco de

comprometimento cognitivo leve''®, a diversas variaveis psicologicas como humor e nivel de

90 6

estresse’” e a0 comprometimento da memoria e a sintomas depressivos''® em outros grupos de idosos.

Vale ressaltar que pacientes polimedicados (com administragao concomitante de 5 ou mais farmacos)

demonstraram reducdo significativa de Zn sérico''.

O Zn também desempenha importante papel no metabolismo dsseo pois estimula a formagao
Ossea osteoblastica e inibe a reabsor¢ao dssea osteoclastica, aumentando a massa 6ssea. Ademais, o
Zn esta concentrado na camada de ostedide antes da calcificagdo; pode aumentar a atividade da
fosfatase alcalina e a expressao do fator de transcri¢ao 2 relacionado a runt; e inibe a formacao de
células semelhantes a osteoclastos induzida pelo ativador do receptor do ligante do fator nuclear
kappa- e na osteoclastogénese induzida pelo TNF-a. Por estes fatores, a deficiéncia de Zn tem sido

apontada como fator de risco para a osteoporose (Zheng et al., 2014)!!7,

2.3 Cobre e o envelhecimento saudavel

O Cu, cuja forma divalente ¢ mais presente no corpo humano, ¢ um cofator essencial
para reacdes de oxi-reducao envolvendo proteinas que atuam na produgdo de energia, no metabolismo
do ferro e na neurotransmissdo''®!"°. E necessario também para amidacio de peptideos, formagio de
pigmentos, resisténcia do tecido conjuntivo, defesa antioxidante (fazendo parte da Cu,Zn-SOD)!!"® e
metabolismo de gorduras, especialmente lipoproteinas, sendo um elemento cada vez mais implicado

com os marcadores de satde cardiovascular!'®.

Trata-se de um metal essencial a satide humana, presente em proteinas e enzimas de
importancia biolégica. E um membro da terceira série de transicio de elementos quimicos com
numero 29 e peso atdmico 63n, possuindo grande capacidade de variagdo entre as suas formas
oxidadas e reduzidas. E mais eletronegativo que outros membros da mesma familia - fato que o torna
um fon de coordenagdo com elevado grau de importincia bioldgica'?’. Em grande parte, esta
importancia se da pela sua funcdo catalitica, constituindo o core das cuproenzimas que atuam como
oxidases, além de fazer parte estrutural de algumas proteinas que t€m papel estratégico em reagdes

metabolicas do organismo'?!.
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Existem basicamente trés tipos de complexos metalicos de Cu: Cu (III), Cu (II) e Cu (I). O
estado de oxidagao +2 ¢ o mais comum, € o +3 ¢ bastante raro, ocorrendo apenas em alguns poucos
compostos que geralmente sao fortes agentes oxidantes. Os complexos de Cu (II) desempenham um
papel importante nos sitios ativos de um grande nimero de metaloproteinas em sistemas bioldgicos
e potencial aplicacdo para numerosos processos cataliticos em organismos vivos que envolvem
reagoes de transferéncia de elétrons. Muito ativo como um bom doador de elétrons, o Cu forma
ligacdes coordenadas entre si e os ligantes organicos, ocupando posi¢do central do complexo,

comportando-se como uma base de Lewis!?.

Compostos de coordenagdo podem ser formados facilmente com os metais de transi¢do
(acidos de Lewis) pois estes possuem orbitais d disponiveis que podem acomodar os pares de elétrons
doados pelos ligantes. O ntimero de ligagdes coordenadas formadas depende, sobretudo, do nimero
de orbitais vazios de energia adequada. Os ligantes sdo considerados como base de Lewis, ou seja,
fornecem elétrons (usualmente um par por ligante) para a espécie central (metal) que ¢ um acido de
Lewis. O Cu possui a maior eletronegatividade dentre os metais de transi¢cdo o que lhe confere as
maiores constantes de dissociagao e, portanto, a capacidade de varredura de outros metais, ocupando

preferencialmente seus sitios de coordenagdo em biomoléculas'?>.

Curiosamente, o Cu pode atuar tanto como um antioxidante quanto como um pré-oxidante.
Sua grande versatilidade como doador e receptor de elétrons torna-o um atomo com grande
capacidade de estabilizagcdo de outros elementos, o que € uma propriedade capital para suas interagdes
nos sistemas bioinorganicos. Como antioxidante, o Cu elimina ou neutraliza os radicais livres e pode
reduzir ou ajudar a prevenir alguns dos danos que espécies com elétrons livres causam, por exemplo,

a membranas ou organelas celulares'*,

\

Em contrapartida, quando o Cu atua como pro-oxidante, juntamente a alteragao de seu
transporte, com acimulo no plasma e depleg¢do no cérebro, pode promover danos e contribuir para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como Alzheimer'?>. Em estudo longitudinal
experimental, a captagdo cerebral de Cu por ratos aos 26 meses de idade (0.14 £0.04 % dose/grama
de tecido) foi significativamente menor do que a captagio por ratos de 13 meses (0,17 + 0,05)'%°.
Manter ingestdes dietéticas adequadas de Cu e de outros minerais como Zn € manganés ¢ fundamental
para o equilibrio entre essas espécies doadoras e/ou receptoras de elétrons e a respectiva possibilidade

de formacdo ou neutraliza¢io de radicais livres'?*.
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Mais especificamente em relagdo ao envelhecimento e o metabolismo do Cu, observou-se os
seguintes fatores com tendéncia a alteragdo: (1) aumento da transcricdo hepatica de ceruloplasmina
(CP) via FOXO1 devido ao aumento de citocinas como IL-6'?7; (2) o aumento de CP por desequilibrio
no metabolismo de Fe (cuja atuacdo se da na conversdo de Fe2+ (tdéxico) em Fe3+, impedindo seu
acumulo)'?®; (3) a protegdo quanto a producdo de oxidante pela mieloperoxidase em condi¢des de
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estresse, presentes em algumas doencas relacionadas ao envelhecimento'~ e (4) a neutralizagdo da

disfungdo fagocitaria de macrofagos evitando degeneracao dos tecidos. Estes fatores levam ao
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aumento de Cu sérico relacionado ao envelhecimento™”’. No Quadro 1 encontram-se listadas as

principais enzimas e proteinas estruturais dependentes da ligacdo do Cu e suas func¢des no organismo.

Quadro 1 - Nomenclatura, localizagdo em compartimentos do organismo e funcdes das

cuproenzimase de proteinas cobre dependentes

Cuproenzimas/
Localizacao Funcoes
proteinas
E o principal transportador do Cu no plasma.
Ceruloplasmina - Estimula a oxidagdo de Fe?" em Fe**, essencial a
asma
(CP) ligagdo do ferro a transferrina. Além de ser
antioxidante, distribui ferro organico dos 6rgaos.
' Promove a produ¢do de adenosina trifosfato (ATP),
Citocromo C o )
' Mitocondrias catalisando a reducdo de Oz para H,O na
oxidase o
mitocondria. Atua no transporte de elétrons.
Citicromo C
oxidase chaperona Mitocondrias Montagem do complexo Citocromo C oxidase
de Cu (COX17)
Citoplasma das

células, cérebro, Participa na defesa contra danos oxidativos
Cu/Zn SOD o . '

eritrocitos, figado, provocados pelo radical superoxido.

tireoide e hipofise
Chaperona de Cu Trato
para a Cu/Zn SOD gastrointestinal, Homeostase de Cu
(CCS) Figado
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Transpordor de
Cobre ATPase 1 e 2
(ATP7A, ATP7B)

Todas as células

do organismo

Homeostase de Cu

Proteina
transportadora de
Cu ATOX1
(ATOX1)

Citosol

Homeostase de Cu

Diamina oxidase

Todas as células

do organismo

Possui atividade intensa no intestino delgado,
placenta e rins. Inativa a histamina liberada durante
as reacoes alérgicas e poliaminas envolvidas na

proliferacdo celular.

Dopamina beta-

Cérebro e glandula

Acelera a conversdo de dopamina em norepinefrina.

hidroxilase renal
Proteina altamente ligada 8 membrana celular,
Hefaestina muito expressa no intestino delgado. Participa do
. Membranas . .
(ferroxidase II) metabolismo do ferro em sitios especificos,
captando ferro da dieta.
) Atua no colageno e na elastina, essencial na
o Colageno e ‘ o 3
Lisil oxidase _ formacao do tecido conjuntivo dos ossos, pulmoes e
elastina )
vasos sanguineos.
Manganés-zinco . o
_ ‘ Participa na defesa contra danos oxidativos
superoxido Mitocondrias _ .
_ provocados pelo radical superoxido.
dismutase
. Proteina que possui cisteina em abundancia, que
Enterdcitos, figado | ) ) )
MTs ' liga zinco, cadmio e Cu, além de sequestrar ions de
e rins ) ) o
metais e previne toxicidade.
Monoamina Todas as células | Atua no metabolismo das catecolaminas e degrada a
oxidase do organismo serotonina.
o Auxilia na sintese da melanina, catalisa a conversio
Tirosinase Olhos e pele o _
de tirosina para dopamina.
Transcupreina Plasma Atua no transporte do Cu no plasma.
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Cu: cobre; Fe?*: ion ferroso; ATP: adenosina trifosfato; O2: oxigénio; H20: dgua; Cu/Zn SOD: cobre-zinco superoxido
dismutase. Fonte: Adaptado de Olivares et al., 2018'3!; Schwarzschild & Medeiros, 2013'32,

A homeostase do Cu ocorre em duas vias: intra e extracelular. Inicialmente, o Cu presente no
limen intestinal ¢ reduzido e captado pelo transportador de Cu 1 (CTR1) na borda em escova. O
CTRI funciona como um homotrimero que permite formar um poro e atuar como um canal de ions
para facilitar o transporte de Cu através da membrana plasmética'>®. Alguns outros transportadores
também podem contribuir para a capta¢ao desse nutriente como os transportadores de Cu adicionais
(como o CTR2) e o transportador de metal divalente 1, embora nao sejam eficazes para compensar a
perda da fun¢do do CTRI. A passagem do ion clprico (Cu I) pelo citoplasma até¢ a membrana
basolateral da célula ¢ mediada principalmente pela MT. Estas distribuem o metal para proteinas
transportadoras denominadas chaperonas que entregam o ion metéalico a varios compartimentos
subcelulares onde ¢ usado para amadurecer cuproenzimas como a COX17 que fornece Cu as
mitocOndrias para a biossintese da citocromo C oxidase, pertencente a cadeia de transporte de
elétrons. Outro substrato de ligagdo ao Cu, a ATOX 1, transporta o mineral para os seus
transportadores ATP7A (Adenosina trifosfatase alpha) e ATP7B (Adenosina trifosfatase beta),
localizados na rede trans-Golgi. Estas ATPases regulam a distribui¢do do mineral para a membrana
plasmatica onde promovem a sua exportagao da célula para o espago extracelular, predominantemente
para o sistema porta hepatico. Uma vez no sistema porta, o Cu ¢ carreado principalmente a ALB e

transcupreina!**

Posteriormente, o Cu I ¢ captado principalmente pelo figado, que pode incorpora-lo ao pool
de sintese das cuproenzimas ou secreta-lo para a vesicula biliar, exercendo assim o controle
homeostatico sobre o Cu extra-hepatico. No figado, cerca de 95% do Cu se liga a CP para ser
distribuido aos tecidos periféricos na forma de ion cuproso (Cu II). Sua via de excregdo principal € a

bile, além da fracdo alimentar nio absorvida e remanescentes da descamacio das células'>>

De forma semelhante a absor¢do nos enterocitos, o CTR1 importa Cu para o interior do
hepatocito, onde o mineral se liga a chaperonas, a exemplo da CCS (Copper-delivering chaperone
required for SOD) e ATOX 1. Sendo que esta ultima conduz o Cu para o ATP7B, transportador que
se concentra principalmente na rede trans-Golgi, onde o mineral ¢ incorporado a CP e entdo secretado

na circulagdo sanguinea'3¢

. Ressalta-se que quando as concentragdes de Cu no hepatdcito aumentam,
o ATP7B se transloca em direcdo a membrana apical da célula no componente vesicular

acitoplasmatico para facilitar a excrecao do excesso do mineral na bile. Nessa situacdo, o Cu pode se
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complexar com sais biliares e se tornar ndo biodisponivel, da mesma forma que ocorre com o Cu

dietético que ndo ¢ absorvido e, assim, perdido nas fezes em concentragdes em torno de 1 mg/dia'?’.

Figado, mariscos e nozes sdo boas fontes de Cu, mas batatas, graos integrais, sementes,
legumes, cogumelos, outros crustaceos, carne € chocolate também podem contribuir para a ingestao
diaria de Cu, cuja absorcio fica em torno de 20% a 50%!!8. A ingestio didria recomendada de Cu
para individuos com idade superior a 70 anos ¢ de 0,9 miligramas para ambos os sexos®?. Segundo os
dados da ultima POF 2017-2018, em homens com mais de 60 anos de idade, observa-se a ingestao
média de Cu de 1,4 mg (valor semelhante ao encontrado em 2008-2009), com um percentual de
inadequacdo de 4,5%, 1,9% menor em relagdo ao valor encontrado na POF anterior, ambos
considerados baixos. Para mulheres acima de 60 anos, a POF de 2017-2018 encontrou uma média de
ingestdo de 1,1 mg (aumento de 100pug com relagao a 2008-2009), com 11,9% das participantes tendo
consumo inadequado de Cu, enquanto na POF anterior observamos um percentual de inadequacao

maior, de 15%3538*

De acordo com a OMS, os valores normais de Cu no sangue variam de 80 a 120 pg/dL,
portanto, a deficiéncia ¢ detectada quando as concentragcdes sdo menores que o limite inferior,
preferencialmente havendo associagdo com baixos niveis séricos de CP (< 20 mg/dL), principal
proteina transportadora de Cu'®®. J4 Gromadzka, Grycan & Przybytkowski (2023) indicam valores
de referéncia de Cu plasmatico entre 70 a 155 ug/dL'3°, adotados no presente estudo por serem
advindos de estudos mais atuais e robustos. Ademais, a coleta de urina de 24 horas é uma boa

ferramenta complementar para o diagnodstico desta caréncia''®,

O Cu plasmatico e a CP podem detectar a deficiéncia do metal 4 medida que esses marcadores
diminuem significativamente em estados mais agudos de deplecdo. No entanto, algumas evidéncias
questionam a adequacao desses indices na deteccdo de deplecdes leves de Cu que podem representar
riscos a satde. Alguns trabalhos sugerem que o desequilibrio de Cu pode estar associado ao diabetes
mellitus (DM)!%, deficiéncias cognitivas e doenca de Alzheimer'*!. Maior ingestio de Cu em
individuos idosos que consumiam uma dieta rica em gordura saturada ou gordura trans associou-se a

uma taxa mais rapida de declinio cognitivo'*?.

O contetido de Cu na urina mostra limitagdes quanto a sua aplicabilidade como marcador para

avaliar o estado nutricional de Cu em humanos. Entretanto, pode refletir a exposi¢ao ao Cu se
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associado a pardmetros de ingestdo do metal em certas situagdes, sendo relativamente simples de ser
avaliado e vidvel do ponto de vista financeiro e analitico. Pode, portanto, ser aceito como indicador,

mas carece de sensibilidade e ndo pode ser considerado ideal para medigdo precisa do Cu'*.

Os estudos para a determinagdo da requisicdo média de Cu estimada pelo Instituto de
Medicina dos EUA (Estimated Average Requirement — EAR; IOM) utilizaram quatro biomarcadores
principais - a concentragao plasmatica de Cu, a concentracao sérica de CP, a concentracao e atividade
da Cu/Zn SOD eritrocitaria (SOD1) e a atividade e concentracdo plaquetaria de Cu. A relativa
facilidade com que Cu e CP plasmaticos podem ser medidos torna-os indices ainda mais comumente
usados do estado nutricional de Cu em situagdes clinicas. A CP ¢ a principal proteina transportadora
de Cu no plasma e desempenha um papel importante no metabolismo do ferro. Como a maior parte
do Cu no plasma esta associada a CP (cerca de 90%), a deficiéncia de Cu induz redugdes semelhantes
neste marcador. Algumas razdes justificam o uso desses indicadores. Ambos podem ser medidos com
relativa facilidade, custo-beneficio e precisao no plasma ou soro, obtidos com minima invasividade
e de forma estavel, com pouca sensibilidade ao armazenamento e manipulagdes. Também possuem
intervalos de referéncia estabelecidos na literatura e aceitos internacionalmente. Finalmente, devido
a grande quantidade de pesquisas realizadas sobre esses marcadores, ha amplo conhecimento de suas
capacidades e limitagdes, o que minimiza a incerteza em seu uso (IOM, 2001)*?,

No entanto, hd que se considerar que fortes mecanismos homeostaticos atuam para manter o
Cu plasmatico dentro da faixa normal. Por este motivo, o Cu e a CP plasmaticos sozinhos podem nao
servir como biomarcadores sensiveis do estado nutricional de Cu e podem detectar deplegdes quando
existe uma deficiéncia relativamente grave. Esse fato € apoiado por estudos que relatam deplecao de

Cu na auséncia de alteragdes significativas no Cu ou na CP plasmaticos'*.

O uso continuo de marcadores convencionais para avaliar o estado nutricional do Cu ressalta
um aspecto importante em relagdo ao desenvolvimento de seus biomarcadores. Para aceitagdo
universal de um novo biomarcador, sdo necessarios dados sobre a sensibilidade e especificidade e se
o marcador reflete o estado corporal total ou a exposi¢ao aguda ao metal. Conhecimento das variagdes
intra e interindividuais e o tecido ou tipo de célula mais apropriado para analise também sao aspectos
a serem considerados. Com os avangos de pesquisa em areas como gendmica, transcriptomica,
metabolomica, protedmica e metaloprotedmica, nossa capacidade de identificar e caracterizar novos

biomarcadores do status de Cu devera avangar, com o entendimento mais claro da magnitude das
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variagdes em um determinado indicador ou conjunto de indicadores e sua associacdo com o estado

de saude e avaliagdo de riscos tanto de deplecdo quanto de excesso!*’.

Assim como o Zn, o Cu também ¢ importante para a saide dssea uma vez que atua na
reticulagdo do colageno e da elastina que participam da producdo da matriz 6ssea. O Cu também
melhora a viabilidade dos osteoblastos e estimula a diferenciacao das células-tronco mesenquimais
em relacdo a linhagem osteogénica'!’. Especialmente no que concerne ao envelhecimento, estudos
como o de Ryl e colaboradores (2021), mostraram que tanto o contetido quanto a densidade 6ssea sao
positivamente impactados por uma maior propor¢ao de Zn em comparagdo ao Cu, seja nos 0ssos ou

no soro sanguineo, em individuos idosos com diagnostico de osteoartrite'#S.

2.4 Razao Cobre/Zinco e o envelhecimento

Zn e Cu estdo intimamente relacionados no que tange a ligagao as MT, porque apesar do Zn
induzir a sintese destas proteinas, o Cu entra na célula (deslocando o Zn de seus sitios de
coordena¢do), devido a sua caracteristica mais eletronegativa que resulta em uma ligacdo mais
forte''®. A RCZ, em face a uma intercorréncia clinica, pode estar inversamente associada a
recuperagdo da homeostase e, quando acima de dois, reflete um estado inflamatério. Por isso, ha de

se levar em conta a redu¢do do Zn plasmatico e/ou ALB, proteina majoritariamente responsavel pelo

seu transporte, bem como aumento de Cu plasmatico e/ou CP3°.

Ressalta-se que ndo existem pardmetros de pontos de corte desta relacdo bem estabelecidos
para idosos longevos saudaveis. Entretanto, € sabido que, a partir de estudos caso controle em que os

grupos controle sdo de adultos saudéveis, a média de RCZ se encontra proxima de 1'47-15°,

Um estudo com 1090 participantes idosos sauddveis e sem comprometimento funcional
(média de idade de 74.6 £ 8.7 anos) do projeto ZincAge apontou que um fator determinante da RCZ
¢ a reducao de Zn plasmatico. A partir de um modelo de regressao linear multipla, ajustado para os
confundidores, esse decréscimo foi mais fortemente relacionado a idade, enquanto associacdes
positivas foram encontradas com a ALB, o ligante de quimiocina 5 e a ingestdo de Zn. Além disso, a
RCZ foi diretamente associada com marcadores de inflamagdo sistémica como a concentragao
plasmatica de PCR e a velocidade de hemossedimentacao (VHS) e idade e inversamente associada

com niveis séricos de ALB!!.
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Niveis plasmaticos elevados de PCR e VHS também foram correlacionados com uma elevada
RCZ, bem como a uma baixa concentracdo de ALB em estudo prospectivo (duragdo de 3.5 anos) com
218 individuos totalmente independentes com idade > 70 anos. Os resultados também apontaram que:
(1) a RCZ foi maior em mulheres do que em homens e aumentou com o avancar da idade, com os
niveis mais altos detectados em octo e nonagenarios, resultado de um declinio progressivo de Zn
plasmatico; (2) RCZ foi significativamente maior em todos os grupos de idosos do que nos grupos de
adultos jovens; (3) o tabagismo, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e a medica¢do anti-
inflamatéria ndo foram associados & RCZ; (4) octo e nonagenérios com Indice de massa corporal
(IMC) > 25 kg/m? apresentaram menor RCZ, (5) individuos com doenga cardiovascular estavel
(DCV) apresentaram RCZ mais alta do que aqueles sem, especialmente pelo aumento de Cu; e,
sobretudo, (6) individuos que morreram no intervalo de 3,5 anos de acompanhamento possuiam RCZ
significativamente maior quando comparados aqueles que ndo faleceram ao longo do estudo.
Ademais, a correlacdo entre RCZ e ALB, bem como IMC, sugerem que essas associagdes também
sdo reguladas por componentes nutricionais em idosos mais longevos. Por isso, a RCZ pode ser
considerada um importante indicador inflamatério-nutricional preditor de mortalidade por todas as

causas em pessoas acima de 70 anos'>?,

Pesquisas que relacionam o desempenho cognitivo € o humor com a RCZ em individuos
idosos com funcionalidade preservada ainda sdo escassas € apontam para resultados conflitantes. Em
estudo que avaliou dados sobre Zn e Cu séricos advindos de 1065 participantes com idade superior a
60 anos do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2011-2014 e os relacionou
com quatro diferentes questiondrios de performance cognitiva (DSST, AF, CERAD-DR e CERAD-
WL) observou uma associagdo entre moderados niveis séricos de Zn e Cu e baixa pontuacido nos
testes DSST e CERAD-WL e entre altos niveis de Zn e Cu e baixa pontuacdo no teste AF. Apesar

disso, os autores enfatizam a necessidade de confirmacio destes achados em estudos de coorte!.

Em uma amostra de 139 australianos com idade igual ou superior a 60 anos, ndo foram
observadas relacdes entre Cu e Zn plasmaticos, bem como a RCZ, e o desempenho cognitivo (através
da bateria Cogstate e do Behavior Rating Inventory of Executive Function). As associagdes positivas
se deram entre altos niveis de Cu e RCZ e menores sintomas de depressdo e ansiedade, avaliados a
partir da Escala Hospitalar de Ansiedade e Depressdo, ndo sendo confirmadas pela analise de

regressao multipla. Por fim, o Cu plasmatico teve associacdao positiva modesta com o fator
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neurotréfico derivado do cérebro, conhecido por desempenhar um papel importante na plasticidade

cerebral por meio do estimulo ao crescimento e & manuten¢io dos neurdnios>>.

Tendo em vista que a perda de mobilidade ¢ uma condig¢do frequentemente relacionada ao
envelhecimento e a diminui¢do da qualidade e/ou expectativa de vida, Younesi e colaboradores
(2015) avaliaram niveis de Zn e Cu, escore de atividade de vida diaria (AVD), densidade mineral
ossea (DMO) do fémur e status oxidante e antioxidante total entre um grupo de pacientes com
incapacidade fisica (idade média de 76.6+£9.2 anos) e um grupo controle (idade média de 77.1+8.6
anos). Em comparacdo com o grupo controle, o grupo de pacientes apresentou niveis séricos de Zn
47,5% menores e de Cu 10,8% maiores (sem diferenca estatisticamente significativa), além de baixa
DMO e uma RCZ 112,5% maior. Esta relacdo foi considerada uma ferramenta mais util do que o uso
isolado dos niveis de Zn e Cu para diferenciar o paciente com incapacidade. Foi encontrada também
correlacdo positiva entre Zn, antioxidante total e DMO com o escore de AVD; e correlagdo negativa
entre Cu/Zn e oxidante total com o escore de AVD, o que provavelmente significa que o aumento do
estresse oxidativo e a diminui¢do da defesa antioxidante, causados pela desregulacdo da funcdo
celular e dano muscular via dishomeostase desses minerais, além do maior risco de desenvolvimento

de osteoporose, foram fatores implicados na incapacidade fisica no grupo de pacientes'*.

Cabe ressaltar que algumas condi¢des favorecem uma alteragdao no metabolismo de Zn e/ou

de Cu, como o diabetes mellitus, j& que individuos com esta condigdo possuem menores niveis
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plasmaticos de Zn > em conjunto a um desequilibrio no Cu plasmatico, com excesso ou insuficiéncia,

e maior excrecao urinaria de Cu, possivelmente devido a modulacdo de Cu(I)-ATPases pela insulina,
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glicosilagdo de proteinas-chave na homeostase do Cu e ao estresse oxidativo °°. No contexto do

alcoolismo também hé4 uma possivel diminui¢io dos niveis de Zn e de Cu no plasma'>’'> e nos

eritrocitos'*® devido ao aumento da necessidade da defesa antioxidante contra danos causados pelo

1159

etanol >”. Ademais, usuarios de fArmacos como furosemida e acido valpréico podem cursar com um
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aumento da excrecdo urindria de Zn e alto consumo de Zn devido a hepatoxicidade e dano
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oxidativo ', respectivamente.

A relagdo entre o estado nutricional de Zn e Cu, bem como da RCZ, e o envelhecimento
saudavel ainda suscita aprofundamento de estudos. Por este motivo, entender melhor essa razao, bem
como os biomarcadores isolados de Zn e Cu, e o consumo alimentar destes minerais em uma

populacdo saudavel e longeva poderd constituir-se uma contribui¢do relevante deste estudo.
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Deste modo, tem-se como hipdtese que o envelhecimento saudével e longevo pode estar
atrelado ao adequado estado nutricional de Zn e Cu, fruto de um adequado consumo de alimentos
fonte desses minerais. Ademais, nesta populacdo espera-se uma média de RCZ proxima a um e que

esta esteja associada a indicadores de qualidade muscular e de composigao corporal.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Determinar a relacao de biomarcadores de cobre e zinco com o consumo alimentar de cobre

e zinco em pessoas idosas longevas com envelhecimento saudéavel.

Determinar a relagdo entre a razdo cobre/zinco e indicadores de qualidade muscular e de

composi¢ao corporal em pessoas idosas longevas com envelhecimento saudavel.

3.2 Objetivos especificos
Investigar o consumo alimentar de cobre e zinco e as suas respectivas adequagdes em pessoas

idosas longevas saudaveis.

Determinar a propor¢ao de pessoas idosas longevas saudaveis que possuem valores adequados

para os biomarcadores plasmaticos, eritrocitarios e urinarios de cobre e zinco.

Investigar a presenca de alteracdes nos valores de razdo cobre/zinco em pessoas idosas

longevas saudaveis.

Estabelecer possiveis associacdes entre a razdo cobre/zinco, indicadores de qualidade
muscular, parametros de composigao corporal e ingestdo de cobre e zinco em pessoas idosas longevas

saudaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo transversal observacional alinhado a um estudo de coorte aberta,
prospectivo e analitico, intitulado “Perfil de minerais de idosos e relagdo com o envelhecimento
saudavel”, coordenado pela Profa. Dra. Ann Kristine Jansen, cuja amostra ¢ de pessoas idosas
longevas com envelhecimento saudéavel atendidos no servigo e voluntarios externos. A coleta de
dados se deu no periodo de dezembro de 2018 a maio de 2023, com interrup¢ao de coleta entre margo

de 2020 e agosto de 2021 devido a Pandemia de Covid-19.

4.2 Local do estudo

A coleta de dados se deu no Ambulatdrio de Atengdo Multiprofissional ao Idoso Robusto e
em Risco de Fragilizagdo, Projeto de Extensdao (SIEX 402758) coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo
Ribeiro dos Santos e Profa. Dra. Ann Kristine Jansen, desenvolvido no Servigo de Geriatria e
Gerontologia do Instituto Jenny de Andrade Faria do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), que possui como objetivo principal a interdisciplinaridade e
especializagdo do servigo assistencial no campo do envelhecimento. O Servico de Geriatria ¢
Gerontologia do HC/UFMG ¢ um Centro de Referéncia em Atencdo a Pessoa Idosa do Estado de

Minas Gerais.

4.3 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, em consonancia com
os termos da Resolucdo n°® 466, de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude, e cujo
Certificado de Apresentagdo e Apreciagio Etica (CAAE) apresenta o processo de niimero
85566218.0.0000.5149 (ANEXO B). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi
explicado para todos os pacientes e, entdo, assinados por estes ou seus acompanhantes. (APENDICE

A).

4.4 Financiamento

O projeto de pesquisa “Perfil de minerais de idosos e relacdo com o envelhecimento saudavel”,
foi financiado pela Funda¢dao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG), Processo APQ-
00835-18.
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4.5 Amostra

A amostra foi obtida por conveniéncia com as pessoas idosas que faziam acompanhamento
no ambulatdrio e voluntarios externos alcancados por meio da divulgacdo da pesquisa. Estes critérios
foram: idosos com idade igual ou superior a 80 anos, com envelhecimento saudéavel definido a partir
da aplicacdo da Escala Visioanaldgica de Fragilidade'’ elaborada pelo Servigo de Geriatria da UFMG
(Figura 1). Esta escala abrange dez categorias clinico-funcionais que abordam o grau de vitalidade
(reserva homeostatica) e de fragilidade, ligados por uma linha reta, continua e decrescente. O conceito
de fragilidade abrange diferentes niveis de dependéncia nas AVD instrumentais e basicas,

caracterizando declinio funcional.

Os centenarios, ainda que em risco de fragiliza¢do, também foram elegiveis por serem reflexo
de um processo de envelhecimento saudavel bem-sucedido®>!%*. Estes individuos, quando em risco
de fragilizacdo, foram classificados nos estratos 4 a 5 (Quadro 2). Ja os demais foram classificados

entre os estratos 1 e 3, também de acordo com a Classificacdo Clinico-Funcional'®® dos Idosos.

Figura 1 - Classifica¢do Clinico-Funcional dos Idosos (Escala Visioanaldgica
de Fragilidade Clinico-funcional)

Fonte: Moraes et al. (2016).
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Quadro 2 - Estratos funcionais de acordo com a Classificacdo Clinico-Funcional dos idosos '®.

Estrato

Descricao

1

Idosos que apresentam grau maximo de vitalidade, mantendo independéncia em todas as
AVD avangadas, instrumentais ¢ basicas, além de estarem livres de doencgas e outros
fatores de risco, exceto a propria idade. Eles ndo exibem nenhuma condi¢do médica
indicativa de resultados adversos e mantém preservados a cognicdo, o humor, a

mobilidade e a comunicacao.

Idosos independentes em todas as AVD, mas que apresentam condi¢des médicas de baixa
complexidade clinica, como HAS sem complicagdes e/ou presenga de fatores de risco

como tabagismo, dislipidemia e osteopenia, entre outros.

Idosos independentes em todas as AVD, mas que apresentam doengas cronico-
degenerativas bem estabelecidas e de maior complexidade clinica que. em geral,
aparecem isoladamente como HAS complicada, DM, historia de ataques isquémicos
transitorios, acidente vascular cerebral (sem maiores consequéncias), doenga renal
cronica, insuficiéncia cardiaca, doenga pulmonar obstrutiva cronica, osteoartrite; doenca
arterial coronariana ou periférica, cancer, osteoporose e fibrilagdo atrial, entre outros.
Estdo inclusos individuos que apresentam um ou dois critérios do “fendtipo de

fragilidade™ descrito por Fried et al. (2001)'%,

Idosos que apresentam sintomas de sarcopenia, comprometimento cognitivo leve e/ou
multiplas comorbidades (polipatologia, polifarmacia ou hospitalizagao recente), mas que
permanecem independentes em todas as AVD, incluindo as avancadas, definidas como

atividades produtivas, recreativas e/ou sociais.

Idosos que apresentam sintomas de sarcopenia, comprometimento cognitivo leve e/ou
multiplas comorbidades, e que também passaram a apresentar declinio funcional nas
AVD avancgadas. No entanto, eles permanecem independentes nas AVD instrumentais e

basicas.



6

Idosos que apresentam declinio funcional parcial nas AVD instrumentais, mas que

permanecem independentes nas AVD diarias.
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7 Idosos que apresentam declinio funcional em todas as AVD, mas que permanecem

independentes nas AVD basicas.

8 Idosos que apresentam declinio funcional total nas AVD instrumentais, bem como
semidependéncia nas AVD basicas, com comprometimento de uma das fungdes

influenciadas pela cultura e aprendizagem (tomar banho, vestir-se e/ou usar o banheiro).

9 Idosos que apresentam dependéncia total nas AVD instrumentais, juntamente com
dependéncia parcial nas AVD basicas com comprometimento de uma das fungdes
vegetativas simples (movimento e/ou continéncia), além de necessitarem de assisténcia

para tomar banho, vestir-se e usar o banheiro.

10 Idosos que apresentam o grau maximo de fragilidade e, portanto, o maior nivel de

dependéncia funcional, necessitando de assisténcia até para alimentar-se.

AVD: atividade de vida diaria. Fonte: Moraes et al. (2016).

Os critérios de ndo inclusdo foram: idosos classificados como frageis segundo a Escala
Visioanaldgica de Fragilidade Clinico-funcional'®, institucionalizados, sarcopénicos - de acordo com

165 Além disso, ndo foram

os critérios estabelecidos pelo segundo Consenso Europeu de Sarcopenia
incluidos alcoolistas cronicos e aqueles que possuiam diagndstico de DM. Idosos que ndo
consentiram com a participagdo voluntaria no projeto € os que se encontravam em uso dos seguintes

farmacos: digitalicos, furosemida ou 4cido valproico também ndo foram incluidos.

Os critérios de exclusao foram: idosos que desistiram de participar da pesquisa em qualquer
momento e aqueles impossibilitados de coletar sangue para obtenc¢do dos biomarcadores plasmaticos

de Cu ou Zn.

4.6 Dados coletados

O processo da coleta de dados esta estruturado em forma de fluxograma (Quadro 3). Todos

os dados foram coletados diretamente com a pessoa idosa e/ou seu acompanhante, pela equipe de
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pesquisa, composta por pos graduandos médicos e nutricionistas além de alunos de iniciagdo

cientifica do Curso de Graduacao em Nutricao da UFMG.

Quadro 3 - Fluxograma do recrutamento e coleta de dados dos idosos longevos

A sele¢ao dos individuos idosos acontecia via Ambulatorio de Atencao
Multiprofissional ao Idoso Robusto e em Risco de Fragilizagao ou via divulgacao externa
do projeto de pesquisa.

|

Ap6s a confirmagdo dos critérios de inclusdo, o convite e agendamento para coleta
de dados era realizado. Eram fornecidos: orientacao de jejum de 12 horas para a coleta de
sangue; o frasco apropriado e orientagdes para a coleta de urina de 24 horas (APENDICE

D). As folhas dos registros alimentares (APENDICE C), e orientagdes para seu
preenchimento, eram entregues antes ou no dia da coleta.

Alguns dias antes da data agendada, a nutricionista responsavel entrava em contato
via telefone com o idoso ou seu acompanhante para confirmar a avaliagdo nutricional e
reforcar as orientagoes.

No dia da coleta de dados, o participante ou acompanhante assinavam o TCLE. A
urina coletada era entregue para retirada de amostras a serem armazenadas. Em jejum, o
idoso era encaminhado para coleta de sangue e realiza¢do de bioimpedancia. Em seguida,
recebia o lanche ofertado pelo ambulatério e era submetido a avaliagdo com nutricionista.

Dados socioecondmicos e de saide, Mini Exame do Estado Mental (MEEM),
Questionario de Atividades Funcionais (QAF) de Pfeffer, Short Physical Performance
Battery (SPPB), antropometria, dados de consumo alimentar e de atividade fisica e
dinamometria foram coletados. Neste dia, ou posteriormente via telefone, a nutricionista
da equipe ou estagiarios, checavam todas as informagdes dos registros alimentares.

Os resultados de todos os exames realizados foram repassados aos participantes
(APENDICE E), e os mesmos receberam aconselhamento nutricional.

4.6.1 Dados sociodemograficos

Os dados sociodemograficos coletados foram: sexo, data de nascimento, raca autorreferida,
anos de escolaridade, renda total domiciliar para cédlculo de renda per capita e nimero de habitantes

no domicilio.



4.6.2 Dados de Saude

Os participantes foram indagados acerca do nimero e tipo de comorbidades, uso e nimero de
farmacos em uso, tempo diario de permanéncia em posi¢ao sentado, reclinado ou deitado, pratica de
atividade fisica (movimentos corporais com gasto energético, como servicos domésticos, jardinagem,
locomogdo, entre outros) e exercicio fisico (agdo planejada com o intuito de manter ou alcangar
determinado estado fisico e de saude, como musculagdo, caminhada, e outros esportes e

modalidades)'%¢

. Além disso, a capacidade cognitiva dos participantes foi avaliada e classificada por
meio do teste MEEM!®7| cuja pontuagio maxima é de 30 pontos, e o ponto de corte considerado
inadequado seria abaixo ou igual a 24 (passando para < 17 pontos nos casos em que o tempo de
escolaridade for menor que 4 anos)!®®!®_ O indice de comorbidade de Charlson foi calculado a partir
do site de calculadora médica MD+ Calc., disponivel em: https://www.mdcalc.com/charlson-
comorbidity-index-cci, com objetivo de predizer a sobrevida em 10 anos!’*!”!, Neste indice, sio
atribuidos 4 pontos ao individuo com idade superior a 80 anos, € mais pontos sao atribuidos de acordo
com a presenga de comorbidades especificas como diabetes mellitus, doenca hepatica, deméncia,
doenga vascular periférica, entre outras condi¢gdes. Excedendo-se a pontuacao correspondente a idade,

¢ considerada alta a pontuagdo maior ou igual a dois. O Questionério de Atividades Funcionais (QAF)

de Pfeffer também foi aplicado e o ponto de corte adotado foi de > 9 pontos'”2.

4.6.3 Dados antropométricos

Peso, estatura, altura de joelho (AJ), perimetro da panturrilha (PP) e da cintura (PC) foram

aferidos seguindo as técnicas preconizadas pela OMS!73.

O peso foi aferido em balanga digital Filizola® (PL 200 LED, Filizola®, Sao Paulo (SP)
Brasil), calibrada, com capacidade de até¢ 150 quilogramas (kg) e divisdo de 100 g, com o individuo
em posicao ereta, descalgos, com ou sem meia, tendo esvaziado bolsos, € sem portar casacos ou pegas
extras de roupa. O estadiometro desta balanga também foi utilizado para afericdo da estatura. Nesse
contexto, a posi¢ao do individuo engloba: corpo de costas para o equipamento, pés juntos, e cabega

no plano de Frankfurt'”?.

Com o idoso sentado, mantendo o joelho e o tornozelo dobrados em um angulo de 90°, a AJ

(medida entre a distdncia da borda proximal da patela e a base do calcanhar) foi aferida com fita

métrica inelastica, na perna esquerda'’>.
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http://www.mdcalc.com/charlson-

O PP também foi aferido na perna direita do idoso, com fita métrica ineldstica, na maior

173

circunferéncia da panturrilha’ ”°, sendo o ponto de corte de < 34 cm para homens e de < 33 c¢m para

mulheres afim de predizer pouca MMA !4,

O PC também foi aferido com fita ineléstica, com o individuo de pé, abdome relaxado e os

bragos estendidos ao longo do corpo. A fita foi colocada logo abaixo da tiltima costela, na linha média
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axilar' . Determinou-se o ponto de corte para PC aumentada de >80,0 cm para mulheres ¢ > 94,0 cm

para os homens!’®.

Nos centenarios em risco de fragilizagdao estimou-se a estatura e o peso devido a dificuldade
destes individuos em se manterem na posi¢ao adequada para aferi¢ao das medidas antropométricas.
Para as estimativas, na auséncia de equagdes preditivas especificas para peso e estatura em idosos

com mais de 80 e 90 anos, utilizamos as formulas propostas por Chumlea et al. (1985; 1988)!77:178:

Quadro 4 — Formulas propostas para estimativa de estatura e peso para idosos de 60 a 80 anos

Estimativa da estatura e de peso

Estimativa da estatura!”’

Para homens idosos (60 a 90 anos) Para mulheres idosas (60 a 90 anos)

Estatura(cm) = [(2,04xAJ) — (0,04xidade)] + 64,19 Estatura(cm) = [(1,83xAJ) — (0,24xidade)] + 84,88

Estimativa do peso'’®

Para homens idosos brancos (60 a 80 anos) Para mulheres idosas brancas (60 a 80 anos)
Peso (kg)= (AJx1,10) + (PBx3,07) — 75,81 Peso (kg)= (AJx1,09) + (PBx2,68) — 65,51
Para homens idosos negros (60 a 80 anos) Para mulheres idosas negras (60 a 80 anos)
Peso (kg)= (AJx0,44) + (PBx2,86) — 39,21 Peso (kg)= (AJx1,50) + (PBx2,58) — 84,22

cm: centimetros; AJ: altura do joelho; kg: quilogramas; PB: perimetro do brago. Fonte: Chumlea et al. (1985;1988)!77:178,

O IMC foi utilizado para a classificacdo do estado nutricional, sendo calculado a partir da
divisdo do peso, em kg, pela estatura, em metros (m), elevada ao quadrado, resultando em um valor
expresso em kg/m?2. A classificacdo especifica para idosos segundo a Organizagdo Panamericana da

Saude (2002)'7° esta descrita no Quadro 2.



Quadro 5 - Classifica¢ao de idosos de acordo com o IMC.

Classificacao IMC (kg/m?)
Baixo peso <23,0

Eutroéfico >23,0e <28

Excesso de peso >28,0e <30
Obesidade >30,0

IMC: indice de massa corporal; kg: quilos; m: metros. Fonte: OPAS (2002)'7°,

4.6.4 Bioimpedancia

Para a realizagdo da bioimpedancia elétrica utilizou-se o aparelho da marca Biodynamics
modelo 310 (Byodinamics Corporation®, Estados Unidos), equipamento tetrapolar e portatil que
emite uma corrente elétrica de 800 microamperes e 50 quilohertz de intensidade e frequéncia,

respectivamente.

Os voluntarios foram orientados a comparecer ao ambulatorio em jejum de oito horas, tendo
evitado a realizacdo de exercicios fisicos extenuantes 12 horas antes do teste e retirando objetos

metalicos do local de colocacdo dos eletrodos no momento da realizagdo do exame.

Ap6s a introdugdo dos dados de idade, sexo, peso e estatura no dispositivo, o participante
deitava-se em decubito dorsal sob uma maca, superficie ndo condutora. Nos bragos e pernas afastados
e abduzidos a 45° e livres de adornos, calgados e meias, os eletrodos foram fixados em pontos
anatomicos especificos. Na superficie dorsal do pé direito, o eletrodo distal foi colocado na base do
dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do tornozelo, entre os
maléolos medial e lateral. Na superficie dorsal da mao direita, aberta e apoiada na superficie, o
eletrodo distal foi posicionado na base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha
da articula¢do do punho, coincidindo com o processo estildide. Por fim, o cabo sensor foi conectado
aos eletrodos, sendo os clips pretos colocados nos eletrodos distais e os clips vermelhos nos eletrodos
proximais (Figura 2). Ressalta-se que a bioimpedancia nao foi realizada naqueles pacientes portadores
de dispositivos metéalicos, como marcapasso, pinos ou placas metélicas. Estes protocolos estdo
®)180

descritos no manual do fabricante (Biodynamics Corporation além de estarem entre as

recomendagdes da ESPEN'®!.
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Figura 2 - Pontos anatomicos de colocacao dos eletrodos para realizacao de bioimpedancia
Fonte: Biodynamics Corporation. BIA 310 clinician tools: Quick start guide. 1998

Foram utilizados os dados de resisténcia e reactancia fornecidos pelo equipamento que possui
precisdo de correlagdo R=0.98, com pesagem hidrostatica e precisao de + 1% na leitura de resisténcia.
A partir dos dados de resisténcia e reactancia, calculou-se o angulo de fase (AF) com base na seguinte

equagio'®%:
Angulo de fase = reatincia/resisténcia x arco-tangente 180°/r, isto é:
AF = (Xc/R)x(180/3,1415) = (Xc/R)x57,3

A MMA foi calculada a partir da formula proposta por Peniche, Giorguli & Aleman-Mateo
(2015)'83 descrita abaixo:

MMA =-0,05376 +[0,2394 * (altura*/rectancia)] + (2,708 * sexo) + (0,065 * peso)
4.6.5 Dados de forca e desempenho fisico: avaliagdo da qualidade muscular

A qualidade muscular foi examinada por meio da forga muscular e do desempenho fisico. A
primeira foi avaliada por meio da for¢ga maxima de preensao palmar (Fmax) aferida utilizando-se um
dinamOmetro manual calibrado, da marca Jamar ® (BL5001, Lafayete, Indiana, EUA). Foram
realizadas trés medidas padronizadas da Fmax da mao direita e, posteriormente, mao esquerda, com
os individuos assentados em cadeira com encosto ¢ bragos fixos, com a coluna reta e encostada na
cadeira, os pés apoiados no chdo, ombros relaxados ao longo do corpo e bragos e cotovelos

flexionados a 90°, sobre o brago da cadeira. O punho flexionado entre 0 e 30°, € a mdo sem apoio.
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Para tal, o avaliador segura a base do dinamometro na medi¢do. Foi requisitado aos participantes que
comprimissem a al¢ga do dinamometro com a maior forca possivel e durante o teste, o avaliador
estimulou a realizacao de forca méaxima sobre o aparelho (Figura 3). Trés medidas de cada lado foram

anotadas e utilizada a medida de maior valor'®*.

Figura 3 - Afericdo da maxima for¢a de preensao palmar

Fonte: Acervo do autor.

Figura 3 — Aferigao da maxima forca de preensdo palmar

As medidas de Fmax foram avaliadas de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo
Consenso Europeu de Sarcopenia, sendo considerada for¢a adequada quando > 27 kg para homens e

>16 kg para mulheres'®,

Ja o desempenho fisico foi avaliado pelo teste Short Physical Performance Battery (SPPB),
um instrumento desenvolvido com o apoio do “National Institute on Aging for the Established
Populations for Epidemiologic Studies of the Elderly” nos EUA, validado no Brasil'®, eficaz para
avaliar o desempenho fisico dos membros inferiores (MMII) da populagdo idosa, que inclui a
avaliacao do equilibrio estatico, da velocidade de marcha (VM) e da for¢a muscular dos MMII (Figura

4).

A avaliacdo de equilibrio foi realizada solicitando ao idoso permanecer por 10 segundos em
trés posi¢oes distintas, ambas de pé e sem segurar em objeto de suporte: side-by-side (com os pés

bem juntos), semi-tandem stand (com um pé um pouco mais a frente do outro, sendo que o calcanhar
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de um pé encosta no dedao do outro pé) e tandem stand (um pé a frente do outro). Para o teste de
VM, solicitou-se ao idoso que percorresse, iniciando em uma distancia de zona de desaceleragao,
quatro metros demarcados no chao medindo-se o tempo do percurso em segundos. J& a avaliagao da
forca dos MMII foi realizada por meio do teste de levantar e sentar na cadeira por cinco vezes

consecutivas sem o auxilio dos membros superiores'®.

Quadro 6 - Descrigao da pontuagdo nos 3 testes do SPPB.

Teste SBBP Escore

Avaliagao do equilibrio

Incapaz de manter-se na posic¢ao lado a lado por 10 segundos 0
Incapaz de se manter em semitandem por 10 segundos 1
Incapaz de se manter em tandem por mais de 3 segundos 2
Mantém-se em tandem de 3 a 9 segundos 3
Mantém-se em tandem por 10 segundos 4
Velocidade de marcha
Incapaz de completar o teste 0
VM < 0,46 m/s ou tempo maior que 8,70 segundos 1
VM entre 0,47 a 0,64 m/s ou tempo entre 6,21 a 8,70 segundos 2
VM entre 0,65 a 0,82 m/s ou tempo entre 4,82 a 6,20 segundos 3
VM maior que 0,83 m/s ou tempo menor que 4,82 segundos 4
Avaliagao de for¢a de membros inferiores — Senta e levanta
Incapaz de completar o teste 0
Tempo maior que 16,7 segundos 1
Tempo entre 13,7 a 16,6 segundos 2
Tempo entre 11,2 a 13,6 segundos 3
Tempo menor que 11,1 segundos 4

Fonte: Guralnik et al. (2000)'3¢.



SHORT PHYSICAL PERFORMANCE BATTERY (SPPB)
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Figura 4 - Pontuagao nos testes do SPPB

Fonte: Tonet E, Raisi A, Zagnoni S, Chiaranda G, Pavasini R, Vitali F, et al. Multi-
domain lifestyle interventionin older adults after myocardial infarction: rationale and design of
the PIpELINe randomized clinical trial. Aging Clin Exp Res 2023; 35(5):1107-15.

O escore total da SPPB foi obtido pela soma das pontuacdes de cada teste, variando de 0 (zero)
para o pior desempenho a 12 (doze) pontos para o melhor desempenho. Considerou-se incapacidade
ou performance muito ruim quando o idoso apresentou escore entre 0 € 3 pontos; baixa performance
se o escore estivesse entre 4 e 6 pontos; moderada performance com escores entre 7 ¢ 9 e; bom

desempenho se escore igual a 10, 11 ou 12 pontos'87-1%,

4.6.6 Dados de consumo alimentar

A avaliagdo do consumo alimentar foi realizada por registro alimentar de 3 dias nao
consecutivos, incluindo um dia do final de semana'**'"'. O formulario de registro (APENDICE C)
foi entregue ao idoso e/ou seu acompanhante por um membro da equipe de pesquisadores antes da
coleta de dados. Orientagdes em relagdo ao preenchimento, de maneira detalhada, sobre a ingestao
dos alimentos consumidos com suas respectivas quantidades, seja em medida caseira, unidade,
volume ou gramatura e o horario de cada refeicao foram realizadas. Destaca-se também que aqueles
alimentos consumidos de forma esporadica em horarios inespecificos, comumente conhecidos como

beliscos, foram anotados no formulario. Informacdes adicionais relativas a consumo temporal
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(equivalente ao consumo familiar em dias, semanas ou meses) de 6leo, sal e dgua, também foram

coletadas para posteriormente obtermos o per capita destes ingredientes.

No momento da avaliagdo nutricional, ou posteriormente via telefone, a nutricionista da
equipe ou os alunos de iniciacdo cientifica, checavam todas as informacdes do registro alimentar e
coletavam informagdes sobre uso de suplementos alimentares, para serem computados aos calculos

de ingestao calorica, proteica e de minerais.

A composicao de calorias, fibras, proteinas e minerais do dia alimentar foi calculada segundo
metodologia proposta pelo IBGE para tratamento dos dados de consumo alimentar da POF
2008/2009'2, por meio do programa “Brasil Nutri” 2* edi¢do, considerando-se a média dos dias do
registro alimentar. A ingestdo didria energética e proteica foi adequada pelo peso corporal em kg dos

participantes.
A probabilidade de adequagio do consumo de Zn e de Cu foi obtida pela equacgdo!®*:
7= Média da ingestao — EAR/[Vinter + (Vintra/n)]1/2

Onde:
7= Escore-Z
EAR= necessidade média estimada (IOM, 2001)3?

Vinter: variancia interpessoal'*?

Vintra: variancia intrapessoal'*?

n: nimero de dias de registro alimentar

Frente a auséncia de dados nacionais, foram utilizados os valores de varidncias inter e
intrapessoal do consumo proposto pelo Institute of Medicine (2006)'°*, determinado a partir de dados
populacionais dos EUA. E importante salientar que esses ndo apresentam distingdo entre adultos e
idosos!?*. O resultado é um escore-Z, que deve ser convertido na tabela de valores Z (ANEXO C) por

meio da qual determina-se a probabilidade de adequagio dietética'®’.

4.6.7 Coleta de sangue e separagdo dos componentes sanguineos

Foram avaliados os biomarcadores plasmaticos e eritrocitarios de Cu e Zn. A coleta de sangue
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foi realizada em laboratorio proprio para coleta de material biologico, localizado no primeiro andar
do Instituto Jenny de Andrade Faria, por profissional técnico em enfermagem no periodo da manha,

entre 8 e 10 horas, estando os participantes em jejum de cerca de 12 horas.

Foram coletados 11 ml de sangue venoso, os quais foram distribuidos em tubos a vacuo
previamente desmineralizados e adicionados de citrato de sodio. O plasma foi separado do sangue
total por centrifugacdo (CIENTEC® 4K 15, Sao Paulo, Brasil) a 1831 x a for¢a centrifuga (G) durante
15 minutos a 4 °C. Prontamente, o plasma foi extraido e acondicionado em microtubos de
polipropileno. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Nutricdo Experimental da
Escola de Enfermagem da UFMG. Para separacdo dos eritrocitos e subsequente determinacdo dos

minerais, foram utilizados 0s métodos propostos por Whitehouse et al. (1982)!%°.

A massa eritrocitaria foi lavada com 10 ml de solucdo salina isotonica (NaCl a 0,9%), sendo
cuidadosamente homogeneizada por inversdo e, posteriormente, centrifugada (SIGMA® 4K15) a
2493 x G por 10 minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes para remover interferentes dos
eritrocitos (plaquetas e leucdcitos). Apods a ultima centrifugagdo, a solugdo salina foi aspirada e
descartada, ¢ a massa eritrocitaria foi extraida e transferida para tubos de polipropileno
desmineralizados, que foram mantidos a temperatura de —20°C para posterior analise'*>. Em seguida,

o material acondicionado em caixa térmica foi transportado ao laboratdrio para andlise dos minerais.

4.6.8 Coleta de urina de 24 horas

As amostras foram coletadas para a determinacao de Cu e Zn urindrios como marcadores de
excre¢do. Para tal, uma amostra de urina de 24 horas foi coletada em frasco plastico ambar ou
transparente previamente desmineralizado com demarcagdes em milimetros, cujo volume total ¢ de
2,5L. Todos os participantes foram orientados verbalmente e por escrito (APENDICE D) a iniciar a
coleta da urina ao acordar, esvaziando a bexiga, desprezando a primeira urina do dia e armazenando
todas as posteriores no frasco (armazenado na geladeira entre as coletas), até a primeira urina do dia
seguinte, inclusive nos intervalos noturnos. Apos a finalizagdo do processo, os participantes foram
instruidos a entregar o frasco no Servico de Geriatria do Instituto Jenny de Andrade Faria, para um

membro da equipe.

O volume urindrio total foi anotado de acordo com a demarcagdo prépria do frasco.

Procedendo a andlise do material, apds homogeneizacao do conteudo total, foi retirada uma aliquota
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de 44 ml de urina, transferida para microtubos (4 ml) devidamente desmineralizados e conservado
em freezer a -20°C para analise de Zn e Cu. A urina foi acondicionada em caixa térmica e

encaminhada ao laboratorio para analise dos minerais.

4.7 Controle de contaminagao e preparo dos reagentes

A fim de garantir o controle de contaminagdo por minerais, toda a vidraria e material de
polipropileno utilizado para as analises foram desmineralizados antes do uso, por meio do banho em
solucdo de acido nitrico a 30%, durante um periodo minimo de 12 horas sendo, posteriormente,
enxaguados em agua deionizada, no minimo 10 vezes, secos em estufa e mantidos embalados em
depositos fechados, até o momento da utilizacdo!*®. Todos os reagentes utilizados foram de grau de
pureza analitica (P.A) e todas as solucdes aquosas e as dilui¢des foram preparadas com agua ultrapura

(18 MQ.cm-Megaohmsl), obtida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore®, EUA).
4.8 Analise dos Minerais

A analise elementar de Cu e Zn foi realizada em um espectrometro de plasma indutivamente
acoplado - Espectrometria de Emissdo Optica com uma configuragio de vista axial e um nebulizador
V-Groove (720 ICP-OES- Espectrometro de emissao optica com plasma acoplado indutivamente,
Varian Inc., Califérnia, EUA) no laboratério de Espectroscopia de Emissao Optica - Instrumentacgao
Analitica, segundo metodologia proposta pela Association of Analytical Chemists (2012)"7.

Os limites de deteccdo tanto para o Cu quanto para o Zn foram medidos a partir da equacdo 3
x DP de 10 medi¢des do branco, dividido pela declividade da curva de calibragdao. Solucdes estoque
monoelementais de Zn e Cu 1000 mg.L ! (Titrisol e Certipur - Merck, Germany), foram utilizados
na preparacao de solugdes de referéncia para a curva de calibragdo e otimizagdo das condi¢des
analiticas. Todas as solugdes aquosas e as diluigdes foram preparadas com agua ultrapura (18 MQ.cm-
1), obtida por meio de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, Massachusetts). Duas linhas de
emissdo para cada elemento foram testadas antes da sele¢do. Finalmente, o Zn foi lido num
comprimento de onda de 213,856 nm e o Cu em comprimento de onda de 324,760 nm. A escolha das
linhas espectrais de andlise foi baseada tanto na sua sensibilidade quanto na interferéncia espectral.
As amostras foram medidas em triplicata. Amostras de material de referéncia certificado, Seronorm
TM Oligoelement Serum L1 e L-2 (Billingstad, Noruega) foram determinadas para validar as

medigdes analiticas em I Espectrometria de emissdo Optica com plasma (ICP-OES). Todas as
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amostras foram coletadas em tubos desmineralizados com uso de anticoagulante citrato de sddio.

A determinagao das concentragdes sanguineas e urinaria do Cu e do Zn foram realizadas de

)198

acordo com metodologia proposta por Harrington et al. (2014) °°, com adaptagdes, em espectrometro

de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (720 ICP/OES, Varian Inc., EUA).

As amostras de plasma foram diluidas em 1:20 volume/volume (v/v) da seguinte forma: 3,0%
massa/volume 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNOs. As
amostras de eritrocitos/papa de hemacias foram diluidas em 1:60 volume/volume (v/v) da seguinte
forma: 3,0% massa/volume 1-butanol, 0,2% v/v TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% v/v HNO3
(acido nitrico). Para as amostras de urina, foi utilizado um sistema assistido de micro-ondas Mars 6
(CEM®, EUA) com digestao acida com HNOs a 65% (1 ml de HNO3: 9 ml de 4gua deionizada).
Apds a digestdo, as solucdes foram diluidas 1:40 v/v em 4gua ultrapura e colocadas em frascos

volumétricos de politetrafluoretileno. As amostras foram medidas em triplicata.

Quadro 7 - Valores de referéncia dos biomarcadores de Zn e Cu
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Biomarcadores Valor de referéncia Referéncia bibliografica
Zinco
Plasmatico 75a 110 pg/dL Gibson (2005)%
Eritrocitario 40 a 44 ng/gHb Vitoux, Arnaud, Chappuis (1999)!*°
Urinario 300 a 600 ug Zn/24 h Gibson (2005)%
Cobre
Plasmatico 70 a 155 ug/dL Gromadzka, Grycan, Przybytkowski,
(2023)!%°
Eritrocitario 30,5-132,2 ug/dL Vitoux; Arnaud, Chappuis (1999)!°
Urinario <100 ug Cu/24h Gow et al. (2000)>%°

dl: decilitro; gHb: grama de hemoglobina; h: hora; L: litro; pmol: micromol; pg: micrograma

A RCZ foi obtida através da divisdo entre o valor de Cu plasmatico em micrograma
por decilitro e o valor de Zn plasmatico expresso na mesma unidade, sendo considerada adequada

quanto mais proxima de 1.

4.9 Analise estatistica



\

Inicialmente, as varidveis quantitativas foram analisadas quanto a normalidade de sua
distribuicao por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. As de distribuicdo normal foram descritas
em médias e desvio-padrao, as de distribuicao ndo-normal em medianas, e intervalo interquartil (IQQ)
considerando-se os percentis 25 e 75. As varidveis categoricas foram descritas em numeros absolutos

¢ percentuais.

A amostra foi dicotomizada por sexo para as analises com as variaveis de qualidade muscular,
consumo alimentar e biomarcadores de minerais. Posteriormente, avaliou-se a amostra dicotomizada
quanto ao quartil de RCZ, agrupando-se os trés primeiros e separando o quartil 4 (P75 > 1,63), para
analise de variaveis de composicao corporal como as antropométricas e de bioimpedancia, de forga e
desempenho fisico como a forca de preensao palmar e a pontuagdo do SPPB e de consumo alimentar

como a ingestao de calorias e proteinas por quilo € o consumo e adequacdo de Zn e Cu.

A comparacdo de médias foi realizada por meio do Teste t de Student para amostras
independentes ou Teste Mann-Whitney para varidveis numéricas com distribui¢do normal e ndo

normal, respectivamente.

As varidveis categoricas foram comparadas pelo teste de Quiquadrado de Pearson ou Exato
de Fisher. Correlagdes de Pearson ou Spearman foram realizadas para correlacionar as varidveis de
qualidade muscular, consumo e composi¢ao corporal com os biomarcadores de minerais € a RCZ. Os
dados foram analisados através do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS versao

19.0) sendo considerados significativos valores de percentil (p) < 0,05.

A analise multivariada foi efetuada a partir de modelos de regressao de Poisson com variancia
robusta tendo como varidvel dependente a RCZ classificada em quartis e dicotomizada nos trés
primeiros e ultimo quartil e como variaveis explicativas as varidveis previsoras que obtiveram valor
p inferior a 20%, (p< 0,20) na andlise bivariada. Estas varidveis foram inseridas pelo método
backward no modelo multivariado de Regressao Poisson com variancia robusta sendo que aquelas
com menor significancia (maior valor p) foram retiradas uma a uma do modelo. O procedimento foi
repetido até que todas as variaveis presentes no modelo possuissem significancia estatistica (p < 0,05).

Dois modelos foram gerados, o primeiro sem ajuste e o segundo ajustado por sexo e idade.

Utilizou se para verificacdo do ajuste do modelo final, o teste de Hosmer Lemeshow. A razao

de prevaléncia (RP) com intervalo de confianca de 95% (IC 95) foi utilizada como medida de efeito.
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Os dados obtidos foram analisados com auxilio do software Stata versdao 12.0. Para todas as analises,

foi adotado o valor de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Artigos Originais

Propondo-se responder os objetivos desta dissertacdo e em concordancia as normas do
Programa de P6s-Graduagdao em Nutrigdo e Satde da Escola de Enfermagem da UFMG, nesta se¢ao
encontram-se dois artigos originais redigidos segundo as normas das revistas de interesse para
publicagdo, sendo estas a Biological Trace Element Research e Nutrition para os artigos 1 e 2,

respectivamente (cujas instru¢des aos autores estdo no ANEXO D e E).

ARTIGO 1

5.1.1 Estado nutricional de cobre e zinco de acordo com o sexo em idosos longevos com
envelhecimento saudavel de Minas Gerais, Brasil

RESUMO

Objetivo: Determinar os biomarcadores plasmaticos, eritrocitarios e urinarios de cobre e zinco em
idosos longevos saudéveis e sua relacdo com a ingestao destes minerais. Métodos: Estudo transversal
com idosos de 80 anos ou mais com envelhecimento saudavel. Os biomarcadores plasmaticos,
eritrocitarios e urinarios foram avaliados a partir de amostras de sangue e de urina de 24 horas. O
consumo alimentar de cobre, zinco, energia e proteinas foi avaliado por trés registros alimentares de
dias ndo consecutivos. Resultados: Foram incluidos 71 idosos saudaveis com mediana de idade de
84 (82-87) anos, sendo 55% do sexo feminino. 53,4% e 42,3% da amostra apresentou inadequacao
para ingestdo de zinco e cobre, respectivamente. Em relagdo ao zinco, 43,7%, 7% e 57,1%, dos idosos
apresentaram adequac¢do para os biomarcadores plasmadticos, eritrocitarios € urindrios,
respectivamente. Quanto ao cobre, a adequacao foi encontrada em 100%, 100% e 3,17% da amostra
para os respectivos compartimentos. Nao houve correlacdo, considerando média e percentual de
adequacdo, entre os biomarcadores e as varidveis de consumo dietético. Conclusdo: Mesmo no
contexto do envelhecimento saudavel, observamos alta prevaléncia de inadequacdo para todos os
biomarcadores de zinco enquanto apenas o biomarcador urinario de cobre esteve alterado. Apesar do
alto percentual de inadequagdo para o consumo destes micronutrientes, estes ndo foram associados

aos biomarcadores de zinco e cobre.

Palavras-chave: Idoso de 80 anos ou mais. Envelhecimento saudavel. Minerais. Zinco. Cobre.
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ABSTRACT

Objective: To determine plasma, erythrocyte and urinary biomarkers of copper and zinc in healthy
elderly people and their relationship with the intake of these minerals. Methods: Cross-sectional
study with elderly people aged 80 or over with healthy aging. Socioeconomic and health data were
collected. Plasma, erythrocyte and urinary biomarkers were assessed from 24-hour blood and urine
samples. Dietary consumption of copper, zinc, energy and proteins was assessed by three food records
on non-consecutive days. Results: 71 healthy elderly people with a median age of 84 (82-87) years
were included, 55% of whom were female. 53.4% and 42.3% of the sample presented inadequate
intake of zinc and copper, respectively. In relation to zinc, 43.7%, 7% and 57.1% of the elderly were
adequate for plasma, erythrocyte and urinary biomarkers, respectively. As for copper, adequacy was
found in 100%, 100% and 3,17% of the sample for the respective compartments. There was no
correlation, considering the mean and percentage of adequacy, between the biomarkers and the
dietary intake variables (mean and percentage of adequacy). Conclusion: Even in the context of
healthy aging, we observed a high prevalence of inadequacy for all zinc biomarkers while only the
urinary copper biomarker was altered. Despite the high percentage of inadequate consumption of

these micronutrients, they were not associated with zinc and copper biomarkers.

Keywords: Aged 80 or over. Healthy aging. Minerals. Zinc. Copper.
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INTRODUCAO

Minerais sdo elementos quimicos inorganicos com propriedades diferentes e natureza diversa,
alguns deles com carater essencial para a espécie humana que, uma vez captados da dieta sdo
incorporados ao meio sanguineo circulante para atingirem tecidos alvo e se esses estiverem saturados,
levados a excrecdao pelo trato gastrintestinal ou urinario. Ao longo de toda a vida, esse ciclo
homeostatico pode sofrer reajustes e pode ser influenciado por ajustes fisioldgicos ou por mecanismos

fisiopatoldgicos ligados a comorbidades com alto grau de prevaléncia no envelhecimento [1].

A nutricdo adequada estd intrinsecamente relacionada a possibilidade de aumento da
expectativa e qualidade de vida da populacdo idosa, mas também a importantes processos de
morbimortalidade que avangam com a senescéncia [2,3]. Alguns minerais, em razdo de sua intensa
participacdao em processos metabolicos, podem favorecer o envelhecimento saudavel e, especialmente
a manutencdo da funcionalidade [4], mas se faz necessaria maior investigacdo do estado nutricional

relativo a estes micronutrientes no contexto de idosos longevos e saudaveis.

Neste cendrio, o zinco (Zn) ¢ fundamental uma vez que exerce fung¢des metabdlicas,
estruturais, cataliticas e regulatérias, cujo maior efeito se da sob a modulacao da resposta, proliferagao
e sobrevivéncia das células T. Assim, a deficiéncia de Zn no envelhecimento pode estar associada a
imunossenescéncia, bem como, a fragilidade [5]. Por sua vez, o cobre (Cu) também exerce um
importante papel no sistema imunologico ja que ¢ fundamental para o transporte de elétrons,

reticulacdo de colageno e elastina e oxidagdo de ferro, entre outras funcdes [6].

No contexto do envelhecimento, ha alteragdes organicas que aumentam o risco para o quadro
de deficiéncia plasmatica e eritrocitaria de Zn enquanto o estado nutricional do Cu parece nao ser
afetado [7]. Ademais, o consumo de alimentos fonte de Zn também tende a reduzir com o avangar da

idade [8].

Segundo a OMS, o aumento da expectativa de vida deve ser acompanhado da manutencao da
qualidade de vida, sem grandes implicagdes na capacidade funcional, pelo maior periodo possivel
[9]. Considerando que o percentual de idosos com mais de 80 anos devera triplicar nas proximas trés
décadas no Brasil [10], conhecer o estado nutricional relativo ao Cu e ao Zn em uma amostra de
idosos longevos poderd contribuir para maior elucidacdo do perfil de marcadores e da influéncia

destes micronutrientes sobre o envelhecimento saudavel.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Estudo transversal observacional alinhado a um estudo de coorte aberta, prospectivo e
analitico, cuja amostra ¢ de idosos longevos atendidos no Ambulatério de Atengdo Multiprofissional
ao Idoso Robusto e em Risco de Fragilizagdao, do Servico de Geriatria e Gerontologia do Instituto
Jenny de Andrade Faria do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e voluntarios externos alcangados por meio de divulgacao da pesquisa. A coleta de dados
se deu no periodo de dezembro de 2018 a maio de 2023, com interrupcao entre margo de 2020 e

agosto de 2021 devido a Pandemia de Covid-19.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, com numero de

Certificado de apresentacdo e apreciacdo ética 85566218.0.0000.5149.

Participantes

A amostra por conveniéncia abrangeu idosos com envelhecimento sauddvel com idade
superior ou igual a 80 anos e centenarios saudaveis ou em risco de fragiliza¢do que assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O envelhecimento saudavel foi definido de acordo
com a Classificacdo Clinico-Funcional dos Idosos [11], elaborada pelo Servigo de Geriatria da
UFMG. Esta classificagao abrange dez categorias clinico-funcionais que abordam o grau de vitalidade
(reserva homeostatica) e de fragilidade, sendo que este Gltimo conceito abrange diferentes niveis de

dependéncia nas atividades de vida didria instrumentais e/ou basicas.

Os centenarios, ainda que em risco de fragilizagdo, foram elegiveis por serem reflexo de um
processo de envelhecimento saudavel bem-sucedido [11]. Os critérios de nao inclusdo foram: idosos
frageis, institucionalizados, sarcopénicos, com diagnéstico de diabetes mellitus, em uso de
digitalicos, furosemida e acido valproico e/ou aqueles que consumiam diariamente bebida alcdolica.
Idosos que ndo quiseram continuar participando da pesquisa em qualquer momento e aqueles onde
ocorreu perda ou impossibilidade da anélise dos biomarcadores plasmaticos de Cu ou Zn foram

excluidos.

Coleta e aferi¢ao das variaveis de interesse
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Os dados sociodemograficos e de saude coletados foram: idade, sexo, raga autorreferida, anos
de escolaridade, renda per capita, nimero de comorbidades, uso e nimero de farmacos utilizados,
capacidade cognitiva, a partir da pontuagao do Mini Exame do Estado Mental (MEEM) [12], pratica
de atividade e exercicio fisico e indice de comorbidade de Charlson [13] calculado pelo MD+Calc. O
ponto de corte adotado para o teste MEEM foi de < 24 pontos para inadequacao (passando para < 17
pontos nos casos em que o tempo de escolaridade for menor que 4 anos) [14]. O Questiondrio de

Atividades Funcionais de Pfeffer também foi aplicado e o ponto de corte adotado foi > 9 pontos [15].

Peso e estatura foram aferidos seguindo as técnicas da OMS [16], com excecdo dos
centenarios, que tiveram estes parametros estimados devido a dificuldade em se manterem em posi¢ao
adequada para aferi¢dao. Na auséncia de equagoes preditivas especificas para peso e estatura em idosos

longevos, utilizamos as equagdes propostas por Chumlea et al., (1985,1988) [17,18]

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi utilizado para a classificagio do estado nutricional,
sendo calculado a partir da divisao do peso, em quilogramas (kg), pela estatura, em metros (m),
elevada ao quadrado. Utilizamos a classificacdo proposta pela Organiza¢do Panamericana da Saude
(2002) onde um IMC menor ou igual a 23 kg/m? corresponde a baixo peso; maior que 23 e menor
que 28 classifica eutrofia; maior ou igual a 28 retrata excesso de peso enquanto IMC maior ou igual

a 30 estratifica obesidade [19].

A avaliagdo do consumo alimentar englobou calorias, proteinas e Cu e Zn e foi realizada por
registro alimentar de 3 dias ndo consecutivos, incluindo um dia do final de semana [20, 21]. Os
participantes e/ou acompanhantes foram orientados quanto ao preenchimento detalhado dos
alimentos ingeridos ao longo do dia com suas respectivas quantidades, seja em medida caseira,
unidade, volume ou gramatura. Informacdes adicionais relativas a consumo temporal de 6leo, sal e
agua também foram coletadas para obtenc¢ao do per capita destes ingredientes. O uso de suplementos

nutricionais (de macro e micronutrientes) também foi averiguado.

A composic¢ao da dieta foi calculada segundo metodologia proposta pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica [22], no programa “Brasil Nutri” 2* edi¢do, considerando-se a média dos
dias de registro alimentar. A ingestdo didria calorica e proteica foi adequada pelo peso corporal em
kg. A probabilidade de adequagdo do consumo de minerais foi obtida pela formula: Z= Média da

ingestao — EAR/[Vinter + (Vintra/n)]1/2, onde: Z= Escore Z; EAR= necessidade média estimada;
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Vinter: variancia interpessoal; Vintra: variancia intrapessoal; n: nimero de dias de registro alimentar.
Foram utilizados os valores de variancias inter e intrapessoal propostos pelo Institute of Medicine
(IOM) [23]. O resultado ¢ um escore-Z posteriormente convertido na tabela de valores Z

determinando-se, entdo, a probabilidade de adequagao dietética.

Foram avaliados os marcadores plasmaticos, eritrocitarios e urinarios de Cu e Zn. A coleta de
11 ml de sangue venoso em tubos a vacuo com citrato de sodio foi realizada com os participantes em
jejum minimo de 12 horas. O plasma foi separado por centrifuga¢do (CIENTEC® 4K 15, Sao Paulo,
Brasil) a 1831 x a forca centrifuga (G) durante 15 minutos a 4 °C e acondicionado em microtubos
desmineralizados. Para separagdo dos eritrocitos e determinagdo dos minerais, foram utilizados os

métodos propostos por Whitehouse et al. (1982) [24].

Para analise dos biomarcadores urinarios, uma amostra de urina de 24 horas foi coletada em
frasco plastico &mbar ou transparente previamente desmineralizado com demarcagdes em milimetros,
cujo volume total ¢ de 2,5L. O volume urinario total foi anotado ¢ uma aliquota de 44 mL foi retirada

para microtubos desmineralizados (4 mL) e conservado em freezer a -20°C.

A anélise elementar de Cu e Zn foi realizada em Espectrometria de Emissdo Optica com uma
configuragdo de vista axial e um nebulizador V-Groove (720 ICP-OES- Espectrometro de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente, Varian Inc., Califérnia, EUA) no laboratério de
Espectroscopia de Emissdo Atdmica - Instrumentagdo Analitica, segundo metodologia proposta pela

Association of Analytical Chemists (2012) [25].

Os limites de deteccdo tanto para o Cu quanto para o Zn foram medidos a partir da equacdo 3
x DP de 10 medig¢des do branco, dividido pela declividade da curva de calibracdo. Solucdes estoque
monoelementais de Zn e Cu 1000 mg.L ! (Titrisol e Certipur - Merck, Germany) foram utilizados na
preparagao de solugdes de referéncia, diluidas em agua ultrapura (18 MQ.cm™1 Milli-Q - Millipore,
Bedford, Massachusetts) para a curva de calibracdo e otimizac¢ao das condi¢des analiticas. ApOs teste
de linhas de emissdo, o Zn foi lido num comprimento de onda de 213,856 nm e o Cu em comprimento
de onda de 324,760 nm. As amostras foram medidas em triplicata. Amostras de material de referéncia
certificado, Seronorm TM Oligoelement Serum L1 e L-2 (Billingstad, Noruega) foram determinadas

para validar as medic¢des analiticas em Espectrometria de emissdo optica com plasma (ICP-OES).
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As amostras de plasma foram diluidas em 1:20 volume/volume (v/v) da seguinte forma: 3,0%
massa/volume 1-butanol, 0,1% (v/v) TAMA (surfactante de alta pureza), 0,05% (v/v) HNOs. As
amostras de eritrocitos/papa de hemacias foram diluidas em 1:60 volume/volume (v/v) da seguinte
forma: 3,0% massa/volume 1-butanol, 0,2% v/v TAMA (surfactante de alta pureza), 0,1% v/v HNO3
(acido nitrico). Para as amostras de urina, foi utilizado um sistema assistido de micro-ondas Mars 6
(CEM®, EUA) com digestdo acida com HNO;3 a 65% (1 ml de HNO3: 9 ml de dgua deionizada).
Apos a digestdo, as solucdes foram diluidas 1:40 v/v em agua ultrapura e colocadas em frascos

volumétricos.

O valor de referéncia (VR) utilizado para avaliagdo do biomarcador de Cu plasmatico foi de
70 a 155 ug/dL (micrograma por decilitro) [26], para o biomarcador eritrocitario de 30,5 a 132,2
ug/dL [27] e para o urinario < 100 ug Cu/24h (micrograma por 24 horas) [28]. Ja para o Zn, os valores
foram de 75 a 110 pg/dl para o biomarcador plasmatico [29], 40 a 44 pg/gHb (micrograma por grama
de hemoglobina) para o eritrocitario [27] e 300 a 600 ug Zn/24h para o urinario [29].

Analises estatisticas

Em relagdo a andlise estatistica, a normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As de distribui¢do normal foram descritas em médias e desvio-padrao, as de
distribuicdo ndo-normal em medianas e intervalo interquartil (IIQ) e as variaveis categoricas foram
descritas em niimeros absolutos e percentuais. A amostra foi dicotomizada por sexo para as analises

com as variaveis de consumo alimentar e biomarcadores de minerais.

A comparacao de médias foi realizada pelo Teste t de Student para amostras independentes
ou Teste Mann-Whitney para variaveis numeéricas com distribuicdo normal e nao normal,
respectivamente. As variaveis categéricas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado de Pearson
ou Exato de Fisher de acordo com a proporcao de frequéncias esperadas menores que 5. Correlagdes
de Pearson ou Spearman foram realizadas para correlacionar as varidveis de consumo alimentar com
os biomarcadores de minerais. Os dados foram analisados através do programa Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS versdao 19.0) considerados significativos valores de p < 0,05.
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RESULTADOS

Foram incluidos 71 idosos no estudo com mediana de idade de 84 (82-87) anos. A

caracteristica da populag@o estd apresentada na Tabela 1. Destaca-se que 85,9% dos participantes

apresentaram adequagdo para a classificagdo MEEM. Ressalta-se também a mediana de

comorbidades de 2 (1-3) e o baixo numero de farmacos utilizados. Ocorreram 11 perdas de individuos

da amostra original, 8 delas para a coleta de urina 24h em razao de incontinéncia urinaria ¢ 3 para

avaliacdo do consumo alimentar em decorréncia da perda de informacgdes do recordatorio de 24 horas.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas, socioecondmicas e de saude segundo o sexo dos idosos

longevos estudados

81

Variaveis n Total Sexo Valor
Masculino Feminino P
(n=32) n=39)

Idade” 71 84 (82-87) 84 (81,25-86,75) 84 (82-90) 0,776*
Racga’ 69 0,082¢
Branca 37 (53,6%) 13 (40,6%) 24 (64,9%)
Negra 29 (42,0%) 18 (56,2%) 11 (29,7%)
Outras 3 (4,3%) 1(3.1%) 2 (5,4%)
Escolaridade” 71 4 (2-8) 4 (3-6,75) 4 (1-8) 0,714%*
Renda per capita (dolares)’ 71 240,6 (199,1 -548,3)  245,6 (190,9-568,0) 219,4 (190,9-543,6) 0,784*
Classificacio QAF” 68 0,496*
Adequado 68 (100%) 31 (100%) 37 (100%)
Pontuacdo MEEM 64 26 (23-28) 26 (23,25-28) 25,5 (23-28) 0,387*
Classificagio MEEM? 64 0,488*
Adequado 55 (85,9%) 23 (82,1%) 32 (88,9%)
Numero de comorbidades® 67 2 (1-3) 2 (1-2) 2 (1-3) 0,061*
Pontuacao Charlson” 67 5 (4-5) 5 (4-5) 5(4-5) 0,978*
Percentual de sobrevida (10 67 21 (21-53) 21 (21-53) 21 (21-53) 0,978*
anos)”
Uso de farmacos’ 70 1,000%
Sim 66 (94,3%) 30 (93,7%) 36 (94,7%)



Numero de farmacos”

McC
Pratica atividade fisica”

Sim

Pratica exercicio fisico”

Sim

70

71
69

69

2 (2-4)

2 (2-4)

25,6(23,4-28,6) 24,7 (22,1-27,7)

63 (91,3%)

37 (53,6%)

28 (87,5%)

20 (62,5%)

3 (2-4)
26,7 (23,9 - 28,7)

35 (94,6%)

17 (45.9%)

82

0,477*

0,063*
0,405*

0,169*

QAF: Questionario de Atividades Funcionais; MEEM: Mini exame do estado mental; IMC: indice de Massa Corporal. Atividade
fisica: movimentos corporais com gasto energético como servicos domésticos, jardinagem e locomogao. Exercicio fisico: acdo

planejada com o intuito de manter ou alcangar estado fisico e de satde, como musculacdo, caminhada, entre outros.

?Mediana (IIQ)

® Ntimero absoluto e percentual

Valores p derivados do *Teste U Mann-Whitney e “Teste Qui-quadrado.

De acordo com a Tabela 2, 43,7%, 7,0% e 57,1% dos idosos apresentaram adequados niveis

de Zn plasmatico, eritrocitario e urindrio, respectivamente. A média ou mediana para os respectivos

compartimentos foi de 74,55 (+ 4,49) ng/dl, 34,71 (32,48-37,32) ng/gHb e 375,14 (296,26-451,03)

ng Zn/24 h. No que diz respeito aos biomarcadores de Cu, encontramos 96,8% de inadequagdo para

niveis urinarios, os quais se encontram elevados, enquanto 100% da amostra apresentaram

concentragdes plasmaticas e eritrocitarias de Cu adequadas. A média ou mediana para os niveis

plasmaticos, eritrocitarios e urinarios de Cu foram 112,06 (= 8,12) pg/dl, 65,01 (£ 5,18) ug/dl e 179,94
(144,09-225,75) pg Cu/24h, respectivamente.

Tabela 2 - Biomarcadores plasmaticos, eritrocitarios e urinarios de zinco e cobre e dados de

consumo alimentar segundo o sexo dos idosos longevos estudados

Variaveis n Total Sexo Valor
Masculino Feminino p
(n=32) (n=139)
Zn plasmatico (ug/dL) ¢ 71 74,55 (£4,49) 75,38 (£4,59) 73,87 (£ 4,35) 0,1597
Zn eritrocitario (ug/gHb) ¢ 71 34,71 (32,48-37,32) 35,88 (33,33-38,33) 34,23 (32,41-36,66) 0,130*
Zn urinario (ug Zn/24h) 63 375,14 (296,26-451,03) 299,25 (262,48-410,56) 395,35 (318,32-490,64) 0,010*
Cu plasmatico (pg/dL) ¢ 71 112,06 (£ 8,12) 110,95 (£7,8) 112,97 (£ 8,37) 0,299%
Cu eritrocitario (pug/dL) 71 65,01 (£5,18) 65,05 (£5,54) 64,97 (£ 4,95) 0,952%



Cu urinario (ug Cu/24h)“

63

179,94 (144,09-225,75)

153,76 (124,9-206,77)

197,72 (157,66-247,34)

0,021*
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Energia (kcal/kg)® 68 30,03 (£9,57) 32,42 (+10,26) 27,91 (£ 8,50) 0,0517
Proteina (g/kg) ¢ 68 0,99 (0,79-1,31) 1,03 (0,85-1,30) 0,92 (0,76-1,31) 0,285%*
Zn dietético (mg) ¢ 68 7,73 (5,91-10,11) 8,79 (7,03-11,97) 6,66 (5,36-7,94) 0,001%*
Cu dietético (mg)“ 68 0,78 (0,56-1,1) 0,92 (0,58-1,31) 0,72 (0,54-0,91) 0,054*

Zn: zinco; Cu: cobre; kcal/kg: quilocalorias por quilogramas; g/kg: gramas/quilograma; mg: miligramas.
¢ Mediana (P25 - P75)

¢ Média e desvio padrao

Valores p derivados do *Teste U Mann-Whitney; Teste t de Student para amostras independentes.

Com relagdo ao consumo destes minerais, a mediana para Zn (mg) ¢ Cu (mg) foi de 7,73
(5,91-10,11) e 0,78 (0,56-1,1), respectivamente. Um percentual de adequacdo mediano de 57,73%
(36,13-79,74) foi encontrado para a ingestdo de Cu e de 46,61% (31,74-66,36) para o consumo de
Zn. Os percentuais de adequagdo para os biomarcadores plasmaticos, eritrocitarios e urindrios de Zn

e Cu, e o percentual de adequacdo da ingestdo destes minerais estdo representados na Figura 1.

Observou-se diferenca estatisticamente significativa para a excre¢do urinaria de Zn (p =
0,016), bem como para a ingestdo de Zn (p = 0,001) e adequacao do consumo de Cu (p = 0,046) entre

homens e mulheres.
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Figura 1 - Representacao grafica da adequagao dos biomarcadores plasmaticos,
eritrocitarios, urinarios e dietéticos de Zn e Cu.

Fig. 1 (a) Percentual de adequagdo para Zn plasmatico. (b) Percentual de adequagio para Zn eritrocitario.
(c) Percentual de adequacdo para Zn urinario. (d) Percentual de adequacdo para Zn dietético. (e)
Percentual de adequacdo para Cu plasmatico. (f) Percentual de adequagdo para Cu eritrocitario. (g)
Percentual de adequagdo para Cu urinario. (h) Percentual de adequagdo para Cu dietético

DISCUSSAO

Encontramos uma concentragdo plasmatica de Zn ligeiramente abaixo do valor de referéncia
adotado. Quanto a ingestdao de Zn, encontramos uma mediana de ingestdo significativamente diferente
entre os sexos e abaixo do preconizado pelo IOM (EAR: 9,4 e 6,8 mg/dia para o sexo masculino e
feminino, respectivamente) [30]. De forma semelhante, Artacho et al., (1997) encontraram uma média
de 68,6 £ 22,9 ug/dL para Zn no plasma e 7.82 = 1.41 mg para o Zn dietético, tendo este variado entre
homens e mulheres (10,01 £ 1,76 ¢ 7,33 + 1,33 mg/dia, respectivamente; p <0,001) em uma amostra

de idosos saudaveis institucionalizados com 81,4 (7,9) anos [31].

Em contrapartida, Swanson et al. (1988) encontraram valores médios normais de Zn

plasmatico (84,97 + 1,3 ug/dL) e dietético (9,2 mg/d + 0,6), sem diferenca entre sexos, em amostra
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de idosos saudaveis com média de idade de 77 anos [32]. O estudo ZENITH, com amostra de idosos
saudaveis, encontrou médias ainda maiores para Zn plasmatico e dietético - 86,34 £ 11,2 ug/dL para
0 Zn no plasma e ingestdo média de Zn de 11.32 + 5.16 mg/dia [33]. Gibson, Martinez ¢ MacDonald
(1985) estudando mulheres idosas saudaveis encontraram médias de 109,0 = 13,0 ug/dL e 10,1 + 3,5
mg/dia [34]. O The Concord Health and Ageing in Men Project (CHAMP) com idosos ativos com
idade superior a 75 anos encontrou 35% de inadequagdo para o consumo de Zn, cuja média foi de
13,3 mg/dia [35]. No subgrupo de 225 idosos com idade superior a 70 anos analisados pelo
Mediterranean Healthy Eating, Ageing, and Lifestyle (MEAL) Study foi encontrada uma média de

consumo de 11.76 (= 0.24) mg/dia de Zn, sem diferengas significativas entre os sexos [36].

A diferenca observada entre os sexos para o consumo de energia pode explicar parcialmente
a discrepancia entre a ingestdo de Zn (8,79 (7,03-11,97) para homens vs 6,66 (5,36-7,94) para
mulheres, p = 0,001). Ademais, esta discrepancia ¢ possivelmente justificada pelo fato de homens
consumirem maior quantidade de fontes protéicas provenientes de produtos de origem animal

(maiores fontes de Zn) se comparados as mulheres [8].

Ainda no que se refere ao consumo médio de Zn no estudo em tela, apesar deste ter variado
significativamente entre os sexos, no que tange ao percentual de adequagdo, ndo houve diferenca
entre os grupos, sendo que apenas 46,61% (31,74-66,36) dos participantes apresentaram ingestao
adequada para este mineral. Este achado difere do observado pela Pesquisa de Orgamentos Familiares
(POF) de 2008-2009 e 2017-2018 que calculou a prevaléncia de adequacao do consumo de minerais
em idosos com 60 anos ou mais através recordatdrio de 24 horas colhidos por dois dias. De acordo
com esta pesquisa, a média do consumo de Zn entre homens passou de 11,5 mg em 2008-2009 para
10,9 mg em 2017-2018 e sua adequagao também foi menor no periodo mais atual (61,0% vs 66,5%
em 2008-09). Mulheres idosas também apresentaram reducdo de seu consumo de 9,5 mg para 8,6 mg,
e o percentual de ingestdo adequada diminuiu expressivamente de 77 para 68,6% [8, 37]. E importante
salientar a diferenca de idade entre os constituintes das amostras dos estudos, ja que a reducao do
consumo energético que ocorre com o avangar da idade pode impactar no consumo de minerais, que,

por sua vez, ndo tem suas demandas concomitantemente reduzidas [38].

Estudo de Venturini et al., 2015 observou reduc¢do significativa do consumo de Zn com o
avango da idade (média de 9,2 + 4,6 mg/dia entre os idosos com 60 a 69 anos; 8,0 = 3,7 mg/dia entre

os de 70 e 79 anos e 7,5 + 2,8 mg/dia entre os de 80 anos ou mais). Os autores também encontraram
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diferenga significativa para o consumo de Zn entre os sexos (10,2 + 4,9 mg/dia para homens vs 7,7 +
3,2 mg/dia para mulheres acima de 60 anos) a0 mesmo tempo em que o consumo de energia também
variou consideravelmente entre os grupos (1564,0 + 553,9 para o sexo masculino e 1330,8 + 428,7

para o sexo feminino) [39].

A deficiéncia de Zn no plasma (definida como valores menores que 70 ug/dL) [27] atingiu
18,31% dos participantes do presente estudo, sendo mais prevalente a deficiéncia marginal de Zn. No
supgrupo de idosos saudaveis com 80,5 (4,1) anos analisados por Sfar et al. (2009), 65% e 50%
apresentaram niveis plasmaticos de Zn inadequados e deficientes, respectivamente. A média de Zn
plasmatico neste estudo foi de 70,59 + 10,1 ug/dL [40]. J4 o estudo europeu ZincAge, realizado com
853 pessoas entre 60 e 84 anos, aponta que 31% dos participantes apresentavam deficiéncia marginal
de Zn (definida como concentrac¢des plasmaticas de Zn menores que 72 ug/dL) e que o baixo consumo
de alimentos fonte deste mineral esteve associada a maiores niveis de deficiéncia [41]. No entanto, o
estudo ZENITH indicou, em uma subamostra de 199 individuos com idade entre 70 a 87 anos, um

percentual menor de deficiéncia de Zn, proéximo a 6% [33].

Acredita-se que had conjuntamente uma grande mobilizacgdo do Zn armazenado
transitoriamente nos eritrocitos ja que apenas 7,0% de nossa amostra apresentou valores adequados
para este biomarcador e uma alta prevaléncia de baixa excre¢do deste mineral como tentativa de
manter a homeostase plasmatica e, consequentemente, sua entrega aos tecidos para o exercicio de
fungdes primordiais compensando, assim, sua baixa ingestao. No estudo ZENITH, o Zn eritrocitario
foi significativamente menor em individuos de 70 a 87 anos em comparagdo aqueles com 55 a 70
anos (201,7 £ 56,7 umol/L vs 2229 + 55,8 umol/L), sendo que este parametro ndo esteve
significativamente correlacionado ao Zn plasmatico e dietético [33]. Em estudo com individuos recém
hospitalizados (65,3 + 16,5 anos), o Zn eritrocitario estava ligeiramente associado negativamente com
0 Zn plasmatico. Os autores apontam ainda que a concentra¢do de Zn nas células vermelhas ¢ um

parametro mais estavel e, portanto, pode refletir melhor o status de Zn em todo o corpo [42].

Quanto a excre¢do urindria de Zn, sabe-se que esta ¢ positivamente correlacionada a
concentracdo plasmatica de Zn, diminuindo na deficiéncia de Zn [33,43]. Por este motivo, o
percentual de baixa excre¢do encontrado em nossa amostra foi quase o triplo do percentual de alta
excre¢do, ja que a maioria dos participantes apresentou niveis reduzidos de Zn no plasma. Em

contrapartida, a excre¢ao urinaria de Zn pode se encontrar elevada em idosos [44], possivelmente
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devido a uma redugdo da absor¢do de Zn, que pode refletir uma necessidade diferenciada deste
mineral por estes individuos [45]. De fato, o estudo ZENITH encontrou média de 1,03 + 0,81
mmol/mmol creatinina para Zn na urina entre os participantes de 70 a 87 anos, enquanto entre aqueles
com 55 a 70 anos a média foi de 0.65 + 0.30. Neste estudo, mais de 90% da amostra total possuia

niveis plasmaticos de Zn adequados [33].

Entretanto, no presente estudo, ndo foram encontradas correlagdes entre a ingestao de Zn com
os respectivos niveis plasmaticos, eritrocitdrios e urinarios deste mineral. Por se tratar de uma
populacdo longeva e saudavel, é provavel que as fungdes metabdlicas do Zn estejam mantidas em
funcdo de mecanismos adaptativos eficazes como o deslocamento de Zn eritrocitario € a diminuigado
do biomarcador urinario. Quando comparados a adultos de meia-idade, idosos apresentam menor
concentragdo eritrocitaria de Zn, mas uma maior concentragdo urinaria, o que reforga a hipotese de

que o metabolismo do Zn possa ser alterado com o envelhecimento [33].

O Zn, de fato, parece ter um controle endogeno diferenciado, coordenado por seus ligantes
temporarios como as Zip’s, Znt’s ¢ metalotioneinas (MTs) pois quando uma ingestdo minima de Zn
ndo ¢ alcancada e a redu¢do das perdas urindrias e fecais sdo insuficientes para restauracdo da
homeostase de Zn no pool e nos tecidos, ajustes ocorrem para mobilizar o Zn destes pequenos
reservatorios, que inclui também o Zn plasmatico, que apresenta um rapido furnover, € o Zn

armazenado em organelas [46,47].

A expressao de MTs, por exemplo, ndo ¢ exclusivamente impactada pelo baixo consumo de
Zn [48, 49] e pela alta incidéncia de deficiéncia deste mineral em idosos [40, 50], mas também pode
refletir mudancas intracelulares relacionadas ao proprio processo de envelhecimento. Isto porque as
MTs, bem como os niveis de mRNAs, sdo regulados negativamente em idades muito avangadas (>
80 anos) acompanhados de alteracdes na homeostase do Zn (com redugdo de Zn labil intracelular e
da secrecdo de Zn induzida por 6xido nitrico), independentemente da ingestdo dietética. Estas
mudangas ocorrem tanto em células mononucleares do sangue periférico humanas ex vivo quanto em
clones de células T CD4 in vitro, mas mais lentamente em nonagenarios e centendrios com boa
capacidade funcional, sugerindo uma possivel selecdo para sobrevivéncia. Estes achados sugerem
que os fendmenos observados em idosos longevos possam ser, pelo menos parcialmente, atribuidos
a diminuicdo da proliferacdo celular (mecanismo induzido por MTs) com aciimulo de células

senescentes e ao estado inflamatorio de baixo grau em idosos [51].
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Hé uma diferenca na eficiéncia absortiva de Zn e Cu documentada na literatura. August,
Janghorbani e Young (1989) observaram que a absor¢do de Zn variou de 21 + 1% a 43 + 7% quando
individuos idosos consumiram uma dieta adequada e deficiente em Zn, respectivamente. J& a absor¢ao
de Cu variou de 53 + 2% a 67 £ 4% entre o periodo de dieta adequada e deficiente neste mineral [52].
Ademais, o Zn tem sua absorc¢do até 20% reduzida em idosos possivelmente devido a alteracdes
intestinais, na mastigagdo e estruturas orais e interagdes medicamentosas [53]. Esta diferenca na
absor¢do, juntamente a discrepancia entre os percentuais de adequagdo para ingestdo de Zn e Cu
encontrados no presente estudo, pode explicar parcialmente a grande diferenga encontrada entre a

adequagdo de seus niveis plasmaticos.

No que tange especificamente ao Cu, estudos como o de Sfar et al. (2009) e Gibson, Martinez
e MacDonald (1985) encontraram médias de Cu plasmatico préximas a média encontrada no presente
estudo, sendo 128,89 + 28,9 ug/dL e 122,0 + 29,0 ug/dL, respectivamente [40, 34]. Sfar et al. (2009)
apontam, ainda, que a concentracdo de Cu plasmatico parece nao ser afetada com o avancar da idade

[40].

Foi constatada uma ingestao mediana de 0,78 (0,56-1,1) mg de Cu em nossa amostra, inferior
a recomendagdo de 0,9 mg/dia para individuos de ambos os sexos com idade superior a 70 anos [30].
Segundo os dados da POF 2017-2018, para homens com mais de 60 anos de idade, observou-se a
ingestdo média de Cu de 1,4 mg (valor semelhante ao encontrado em 2008-2009), com um percentual
de inadequacao de apenas 4,5% - 1,9% menor em relagao ao valor encontrado na POF anterior, ambos
considerados baixos. Para mulheres acima de 60 anos, a POF de 2017-2018 encontrou uma média de
consumo de 1,1 mg (aumento de 100pg com relacao a 2008-2009), com 11,9% das participantes
tendo consumo inadequado de Cu, enquanto na POF anterior observamos um percentual de
inadequacao maior, de 15% [8,37]. Em nosso estudo, entretanto, o percentual de inadequagdo

mediano foi de 42,3%, sendo também maior entre mulheres (48,01% vs 30,92%).

Quanto ao Cu urinério, 96,8% da amostra apresentou alta concentragdo. Pesquisas com Cu
urinario sdo escassas e se debrucam majoritariamente sob condi¢des especificas como a doenca de
Wilson, quadro em que a intoxicacao com o Cu ¢ frequente por acaimulo celular em razao de prejuizo
nos controles homeostaticos. Estudos com homens jovens observaram que o Cu urinario ndo ¢
diretamente associado a ingestdo de Cu, exceto em casos de dietas muito restritas (< 0,38 mg/dia).

Ademais, a excre¢do urinaria nao parece ter um papel central na regulacao dos estoques de Cu ja que
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representa uma pequena parcela da excrecgao total de Cu [54]. Em algumas condic¢des patoldgicas, no
entanto, o Cu urinario se eleva como um mecanismo compensatorio a alteragdo na excregao biliar

[26]. Todavia, este ndo parece ser 0 caso em nossa amostra.

Em individuos saudaveis, o Cu urinario ¢ provavelmente advindo da dissociacdo do complexo
albumina-Cu do soro durante sua passagem pelo rim. Entretanto, com a diminui¢do da taxa de
filtracdo glomerular, a ceruloplasmina, proteina de alto peso molecular, também aumenta na urina e
pode liberar ions de Cu [55]. Carece de elucidacdo, contudo, se a queda da taxa de filtragao glomerular
que ocorre com o envelhecimento (associada ou ndo a comorbidades) estaria relacionada a este

fenomeno [56,57].

Dentre as limitagdes deste estudo temos que os valores de referéncia utilizados tanto para os
biomarcadores de Cu quanto para os de Zn, bem como as recomendagdes dietéticas, advém de estudos
com populagdes mais jovens e de outros paises ja que hd uma escassez de dados com populagdes de
octo e nonagendrios. Ainda esta aberta a discussao sobre qual método ofereceria menor risco de viés
na avaliacdo da ingestdo de micronutrientes entre idosos. Apesar da boa capacidade cognitiva de
nossa amostra, o preenchimento dos registros de 24h pode se apresentar como uma tarefa complexa.
A ingestdo de micronutrientes parece se correlacionar melhor com a ingestdo de longo prazo, mas
ndo se sabe quantos dias de registro alimentar seriam ideais para representar mais fidedignamente o
consumo real. A avaliacdo dos minerais também ndo se estende a andlise da qualidade do composto
mineral ou interagdes dentro das matrizes alimentares que alterariam a biodisponibilidade destes [58].
Por fim, o tamanho amostral pode configurar uma das limitagdes, todavia, ¢ fundamental levar em
consideracdo que idosos com idade superior a 80 anos saudaveis constituem uma pequena parcela da

populacgdo brasileira.

Destaca-se que o presente estudo ¢ pioneiro ao avaliar o perfil de biomarcadores plasmaticos,
eritrocitarios e urindrios de Cu e Zn e sua associagdo com a ingestdo alimentar em uma amostra
homogénea de idosos longevos saudéveis no Brasil. Assim, estudar os biomarcadores de Cu e Zn em
um modelo de envelhecimento bem-sucedido ¢ fundamental uma vez que vem sendo descrita na
literatura uma interacao e coordenacao diferenciada destes minerais com o avancar da idade, sendo
que o aumento de Cu e/ou a diminuicdo de Zn no plasma, com subsequente aumento da razdo Cu/Zn,
estariam associados ao aumento do risco de doengas cronicas [59 — 64] e mortalidade em idosos [65-

67].
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CONCLUSAO

Em nosso estudo, observamos que, mesmo no contexto de envelhecimento saudavel, ha uma
alta incidéncia de deficiéncia de Zn plasmatico e eritrocitario, acompanhada de um alto percentual de
inadequacdo para ingestdo e concentracao urindria de Zn e Cu. Quanto ao Cu, apesar da completa
adequagdo de niveis plasmaticos e eritrocitarios, a alta excregdo foi identificada em mais de 95% da
amostra. Estes achados demonstram que a senescéncia possui especificidades que merecem ser
melhor elucidadas e ndo necessariamente demonstram concordancia com os atuais valores de
referéncia para biomarcadores e consumo de Zn e Cu em idosos longevos e saudaveis. Contudo,
nestes idosos, os biomarcadores de Zn e Cu nio foram associados com a ingestao alimentar analisada,

demonstrando que as alteragdes no metabolismo destes minerais extrapolam o componente dietético.
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ARTIGO 2

5.1.2 Razao cobre/zinco elevada e baixo angulo de fase em idosos longevos com
envelhecimento saudavel

RESUMO

Objetivo: Determinar a relagao entre a razao cobre/zinco (RCZ) e indicadores de qualidade muscular
e de composi¢dao corporal em pessoas idosas longevas com envelhecimento saudavel. Métodos:
Estudo transversal com idosos de 80 anos ou mais com envelhecimento saudavel. A composi¢do
corporal foi avaliada por antropometria e bioimpedancia e o consumo alimentar por 3 registros
alimentares nao consecutivos. O Short Physical Performance Battery (SPPB), a forca de preensao
palmar (FPP), a massa magra apendicular (MMA) e o angulo de fase (AF) foram aferidos. Cu e Zn
plasmaticos foram analisados por espectrometria de emissdo Optica e a RCZ foi calculada.
Estratificamos a RCZ em quartis. Analises de regressao foram realizadas. Resultados: Incluidos 71
idosos saudaveis, com 84 (82-87) anos. 42,3% e 53,4% apresentaram inadequagdo para consumo de
Cu e Zn, respectivamente. Nenhuma variavel dietética ou antropomeétrica esteve associada a RCZ. O
percentual de adequacdo para Cu e Zn plasmatico foi de 100% e 43,7%, respectivamente. A RCZ
média foi de 1,51 (£ 0,16), sem diferenga entre sexos. 76% apresentaram bom desempenho no SPPB
e 82,1% FPP adequada, mas ambos ndo estiveram associados a RCZ. Associagdo inversa foi
encontrada entre o 4° quartil de RCZ (>1,63) e o AF (p =0,026), corroborada pela anélise de regressao
mesmo quando ajustada para idade (RP = 0,62; IC 95% 0,47 — 0,81; p = 0,001). Conclusao:
Observamos uma associagao inversa entre RCZ e AF, indicador de integridade celular relacionado a

fragilidade e mortalidade em idosos.

Palavras-chave: Idoso de 80 anos ou mais. Envelhecimento saudavel. Minerais. Cobre. Zinco.

Composicdo corporal. Angulo de fase.
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ABSTRACT

Objective: To study the relationship between the copper/zinc ratio (CZR) and indicators of muscle
quality and body composition in healthy longevous elderly people. Methods: Cross-sectional study
with elderly people aged 80 or over with healthy aging. Body composition was assessed by
anthropometry and bioimpedance and food consumption by 3 non-consecutive food records. The
Short Physical Performance Battery (SPPB), handgrip strength, lean appendicular mass and phase
angle (PA) were measured. Plasma Cu and Zn were analyzed by optical emission spectrometry and
CZR was calculated. We stratified the CZR into quartiles. Regression analyzes were performed.
Results: 71 healthy elderly people were included, aged 84 (82-87). 42.3% and 53.4% had inadequate
Cu and Zn consumption, respectively. No dietary or anthropometric variables were associated with
CZR. The percentage of adequacy for plasma Cu and Zn was 100% and 43.7%, respectively. The
mean CZR was 1.51 (£ 0.16), with no difference between sex. 76% performed well on the SPPB and
82.1% had an adequate handgrip strength, but both were not associated with CZR. Inverse association
was found between the 4th quartile of CZR (>1.63) and PA (p = 0.026), corroborated by regression
analysis even when adjusted for age (PR = 0.62; 95% CI 0.47 — 0. 81; p = 0.001). Conclusion: We
observed an inverse association between CZR and PA, an indicator of cellular integrity related to

frailty and mortality in the elderly.

Keywords: Aged 80 or over. Healthy aging. Minerals. Copper. Zinc. Body composition. Phase angle.
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INTRODUCAO

Os aspectos nutricionais que parcialmente contribuem para aumento do risco de perda
funcional e morbimortalidade podem ser modificados mesmo em idosos longevos [1]. Neste cenario,
alteracdes dos niveis plasmaticos de Cu e Zn, micronutrientes que exercem fungdes bioldgicas amplas
e fundamentais, bem como alteragdes em sua ingestdo, podem levar a um comprometimento da

funcdo de 6rgdos [2] e aumento do risco de piora do desempenho fisico e fragilidade [3 — 5].

Isto ocorre porque estes minerais estdo intrinsecamente relacionados a capacidade oxidativa.
Nesse contexto, os antioxidantes podem prevenir a degeneracdo muscular através da eliminacao dos
radicais hidroxila e da redugdo da peroxidagdo lipidica [6]. Estes fatores estdo associados ao
envelhecimento por aumento do dano oxidativo ao DNA, lipideos e proteinas do musculo esquelético
de idosos [7]. O estresse oxidativo pode, entdo, impactar negativamente indicadores de qualidade

muscular [8, 9].

A razdo Cobre/Zinco (RCZ) tem sido estudada no contexto do envelhecimento e associagdes
bem estabelecidas entre o aumento desta razao e aumento do risco de doencas cronicas e mortalidade
foram observadas [10, 11]. Esta razdo ja foi associada também ao aumento do risco de declinio
funcional em idosos. Esta associacdo ¢ possivelmente decorrente de sua relagdo com parametros
inflamatérios [12] ja que estes ocasionam a compartimentalizacdo de Cu e Zn no organismo. O
aumento da RCZ caracteriza uma tentativa furtiva de melhoria da resisténcia ao estresse oxidativo e
as infeccdes [10]. Contraditoriamente, a elevagdo da RCZ culmina em aumento da carga oxidativa
sistémica [13] e de marcadores inflamatorios [11] que, por sua vez, ja foram associados a sarcopenia
[14]. Mediadores inflamatdrios ja foram relacionados também a alteragdes na composicao corporal,

nas propriedades do musculo esquelético relacionadas a idade e na for¢a maxima muscular [15].

Portanto, em um cenario de transi¢do demografica com aumento expressivo de pessoas idosas
[16, 17], determinar a associagdo entre RCZ e indicadores de qualidade e quantidade muscular e
consumo alimentar pode ajudar ndo somente a elucidar melhor o papel dos minerais no
envelhecimento saudavel, mas a prevenir e tratar distirbios musculares da populacao idosa. Ademais,
a RCZ pode representar, no futuro, um biomarcador para mudancas provocadas pelo envelhecimento

ao indicar a presenca de falha homeostatica [ 10] que pode levar a prejuizo da saide muscular mesmo
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na auséncia de doengas e fragilidade, processo que pode ser deflagrado a partir do uso do angulo de

fase como indicador de qualidade muscular.
MATERIAIS E METODOS
Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal observacional, que abrangeu dados da linha de base de um
estudo de coorte aberta, prospectivo e analitico, cuja amostra ¢ de idosos longevos atendidos no
Ambulatério de Atengdao Multiprofissional ao Idoso Robusto e em Risco de Fragilizagdo, do Servico
de Geriatria e Gerontologia do Instituto Jenny de Andrade Faria do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e voluntarios externos alcangados através da

divulgacdo da pesquisa.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, com niimero de
Certificado de apresentagdo e apreciagdo ética 85566218.0.0000.5149. Os dados foram coletados de
dezembro de 2018 a maio de 2023, sendo o periodo de margo de 2020 até agosto de 2021 interrompido

em razao da pandemia de Covid-19.
Participantes

A amostra incluiu todos os idosos vinculados ao servico ou voluntarios que atenderam aos
critérios de elegibilidade: idosos com idade superior ou igual a 80 anos com envelhecimento saudavel
que concordaram em participar da pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O envelhecimento saudavel foi definido a partir da aplicagdo da Escala
Visioanaldgica de Fragilidade [18], que aborda o grau de vitalidade e de fragilidade entre dez
categorias clinico-funcionais. Neste contexto, idosos frageis ja passam a apresentar algum nivel de
declinio funcional nas atividades de vida didria instrumentais. Portanto, idosos octogenarios e
nonagenarios com funcionalidade preservada e os centenarios, ainda que em risco de fragilizacao,

também compuseram nossa amostra.

Os critérios de nao inclusao foram: idosos frageis, institucionalizados, sarcopénicos,
diabéticos, em uso de digitalicos, furosemida e acido valproico e/ou aqueles que ingeriam diariamente

bebida alcdolica. Idosos que desistiram da participagdo na pesquisa em qualquer momento e aqueles



onde ocorreu perda ou impossibilidade da analise dos biomarcadores plasmaticos de Cu ou Zn foram

excluidos.
Coleta e medi¢ao das variaveis de interesse

A caracteristica da populagdo foi analisada por meio de informacgdes de idade, sexo, anos de
escolaridade, renda per capita, nimero de comorbidades, uso ¢ nimero de farmacos, capacidade
cognitiva, por meio do Mini Exame do Estado Mental (MEEM) [19], tempo diario total sentado ou
deitado, duracdo e frequéncia da pratica de atividade e exercicio fisico. O ponto de corte adotado para
o teste MEEM foi de < 24 pontos para inadequagdo (passando para < 17 pontos nos casos em que o
tempo de escolaridade for menor que 4 anos) [20]. O Questionario de Atividades Funcionais de

Pfeffer também foi aplicado e o ponto de corte adotado foi > 9 pontos [21].

Os dados antropométricos aferidos foram peso, estatura, altura de joelho (AJ), perimetro da
panturrilha (PP) e da cintura (PC), seguindo as técnicas da Organiza¢gdo Mundial de Saude [22].
Diante da dificuldade encontrada por centenarios em alcangar ou se manter em posicao adequada para
afericdo do peso e da estatura, estimamos estas medidas utilizando as equagdes propostas por
Chumlea et al. 1985; 1988 [23, 24] que englobam idosos longevos, mas ndo sio especificas para esta

populagao.

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi utilizado para a classificagio do estado nutricional,
sendo calculado a partir da divisdo do peso, em quilogramas (kg), pela estatura, em metros (m),
elevada ao quadrado. O IMC menor ou igual a 23 kg/m? estratificou o baixo peso enquanto individuos
eutroficos tem IMC maior que 23 e menor que 28 kg/m?; os com excesso de peso apresentam IMC
superior ou igual a 28 kg/m? e os com obesidade possuem este indice maior ou igual a 30 kg/m?,
segundo a classificagdo proposta pela Organizacdo Panamericana da Satde, 2002 [25]. O PP, por sua
vez, foi classificado de acordo com o ponto de corte de < 34 cm para homens e de < 33 cm para

mulheres [26].

Para a realizagdo da bioimpedancia elétrica utilizou-se o aparelho da marca Biodynamics
modelo 310 (Byodinamics Corporation®, Estados Unidos) que emite uma corrente elétrica de 800
pA de intensidade e 50 kHz de frequéncia. O teste foi realizado apds um jejum de 8 horas. O protocolo
de realizacdo da bioimpedancia consistiu na fixagcdo dos eletrodos em pontos anatomicos especificos

com o participante em decubito dorsal. Na superficie dorsal do pé direito, o eletrodo distal foi
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colocado na base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do
tornozelo, entre os maléolos medial e lateral. Na superficie dorsal da mao direita, o eletrodo distal foi
posicionado na base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulag¢ao do

punho, coincidindo com o processo estildide.

Os dados de resisténcia e reactancia foram aplicados no calculo do angulo de fase (AF), de
acordo com a equacao proposta por Baumgartner, Chumlea & Roche (1988) [27]. A massa magra
apendicular (MMA) foi calculada a partir da férmula proposta por Peniche, Giorguli & Aleman-
Mateo (2015) [28]. Salienta-se que a bioimpedancia ndo foi realizada nos participantes portadores de

dispositivos metéalicos, como marcapasso, pinos ou placas.

A qualidade muscular foi examinada por meio da for¢a maxima de preensdo palmar ¢ da
realizacao do teste SPPB (Short Physical Performance Balance). A forga maxima de preensdo palmar
foi aferida a partir de dinamdmetro manual Jamar® (BL5001, Lafayete, Indiana, EUA) com trés
medidas de cada lado e utilizando, por fim, a medida de maior valor. A forga foi considerada adequada
quando maior que 27 e 16 kg para homens e mulheres, respectivamente [29]. O SPPB inclui a
avaliag@o do equilibrio estatico, da forga muscular dos membros inferiores e da velocidade de marcha.
Considerou-se bom desempenho no teste quando o idoso apresentou escore entre 10 e 12 pontos;
moderado desemprenho se o escore estivesse entre 7 € 9 pontos; baixo desempenho se o escore
estivesse entre 4 e 6 pontos e incapacidade ou desempenho muito ruim foi constatado com escores

menores que 4 [30, 31, 32].

A avaliagdo do consumo alimentar foi executada por registro alimentar de 3 dias ndo
consecutivos, sendo um do final de semana [33, 34]. O preenchimento detalhado dos alimentos
ingeridos ao decorrer do dia, com suas respectivas quantidades, seja em medida caseira, unidade,
volume ou gramatura foi orientado aos participantes e/ou acompanhantes. Dados adicionais relativos
ao consumo temporal de dleo, sal e 4gua também foram coletados para célculo do per capita destes
ingredientes. O uso de suplementos nutricionais também foi questionado para posterior adi¢ao ao

calculo final de macro e micronutrientes.

A composicao de calorias, proteinas e de minerais foi calculada segundo metodologia
proposta pelo IBGE, no programa “Brasil Nutri” 2* edi¢do, considerando-se a média dos dias de

registro alimentar. A ingestdo diaria calorica e proteica foi adequada pelo peso corporal em kg. A
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probabilidade de adequagdo do consumo de minerais foi obtida pela formula: Z= Média da ingestao
— EAR/[Vinter + (Vintra/n)]1/2, onde: Z= Escore Z; EAR= necessidade média estimada; Vinter:
variancia interpessoal; Vintra: variancia intrapessoal; n: nimero de dias de registro alimentar. Os
valores de variancias inter e intrapessoal utilizados foram aqueles propostos pelo IOM (2006). O
escore-Z encontrado foi em seguida convertido na tabela de valores Z estabelecendo-se, entdo, a

probabilidade de adequacao dietética [35].

Os biomarcadores plasmaticos de Cu e Zn foram avaliados através da coleta de 11 ml de
sangue venoso em tubos a vacuo com citrato de sodio, realizada em jejum minimo de 12 horas. O
plasma foi separado por centrifugagdo (CIENTEC® 4K15, Sao Paulo, Brasil) a 1831 x a forca
centrifuga (G) durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, disposto em microtubos de polipropileno,
previamente desmineralizados e enxaguados em 4gua deionizada, no minimo 10 vezes, secos em

estufa e acondicionados embalados até o periodo da utilizagao.

A andlise de Cu e Zn foi realizada em um espectrometro de plasma indutivamente acoplado -
Espectrometria de Emissdo Optica 720-ICP-OES — Varian Inc. Califérnia — EUA), com nebulizador
V-Groove e configuragdo de vista axial no laboratdrio de Espectroscopia de Emissdo Atomica da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Sete Lagoas - Instrumenta¢do Analitica, segundo
metodologia proposta pela Association of Analytical Chemists [34]. As amostras foram lidas em
triplicata nos comprimentos de onda 213,856 nm para o Zn e 324,760 nm para o Cu. Amostras de
material de referéncia certificado, Seronorm TM Oligoelement Serum L1 e L-2 (Billingstad,

Noruega) foram determinadas para controle de qualidade analitico do ICP-OES.

Em relagdo a RCZ, sabe-se que, em individuos jovens saudaveis, espera-se valor proximo a

1, no entanto, ndo hé valores de referéncia para idosos longevos com envelhecimento saudavel.
Analises estatisticas

Quanto as analises estatisticas, a normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As de distribuicdo normal foram descritas em médias e desvio-padrao, as de
distribuicdo ndo-normal em medianas, intervalo interquartil (IIQ) e as variaveis categdricas foram
descritas em niimeros absolutos e percentuais. A amostra foi dicotomizada por quartil de RCZ,
agrupando-se os trés primeiros e separando o quartil 4 (P75 > 1,63), para analise da associacao da

RCZ com as variaveis explicativas. Esta associacao foi realizada pelo teste de Qui-quadrado de
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Pearson ou Exato de Fisher de acordo com a propor¢do de frequéncias esperadas menores que 5.
Teste t de Student foi realizado para amostras independentes ou Teste Mann-Whitney para variaveis
numéricas com distribui¢ao normal e ndo normal, respectivamente. O programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS versao 19.0) foi utilizado para analisar os dados, concebendo

significancia para valores de p < 0,05.

A andlise multivariada foi efetuada a partir de modelos de regressdo de Poisson com variancia
robusta tendo como variavel dependente a RCZ classificada em quartis e dicotomizada nos trés
primeiros e ultimo quartil. Como varidveis explicativas, tivemos as variaveis previsoras que
obtiveram valor p inferior a 20%, (p< 0,20) na analise bivariada. Estas variaveis foram inseridas pelo
método backward sendo que aquelas com maior significancia (maior valor p) foram retiradas uma a
uma do modelo. O procedimento foi repetido até que todas as varidveis presentes no modelo
possuissem significancia estatistica (p < 0,05). Dois modelos foram gerados, o primeiro sem ajuste e

o segundo ajustado por idade.

Utilizou se para verificacdo do ajuste do modelo final, o teste de Hosmer Lemeshow. A razao
de prevaléncia (RP) com intervalo de confianca de 95% (IC 95) foi utilizada como medida de efeito.
Os dados obtidos foram analisados com auxilio do software Stata versdo 12.0. Para todas as analises,

foi adotado o valor de significancia de 5%.

RESULTADOS

A amostra do estudo foi composta por 71 idosos com mediana de idade de 84 (82-87) anos,
sendo 54,9% do sexo feminino e 77,5% octogendrios. Destaca-se a baixa mediana de comorbidades

2 (1-3) e de ntimero de farmacos 2 (2-4) e elevada adequagdo (97,1%) para a classificacdo por MEEM.

Tabela 1 — Caracteristicas da populacdo estudada

Variaveis N Total
Idade? 71 84 (82-87)
Sexo® 71

Masculino 32 (45,1%)
Feminino 39 (54,9%)

Escolaridade (anos)* 71 4 (2-8)

106



Renda per capita (dolares)* 71 240,6 (199,1 -548,3)
Pontuagdo MEEM? 64 26 (23-28)
Classificagio MEEM® 64

Adequado 55 (85,9%)
Classificagao QAF 68

Adequado 68 (100%)
Numero de comorbidades® 67 2(1-3)
Uso de farmacos® 70

Sim 66 (94,3%)
Numero de farmacos® 70 2 (2-4)
Pratica atividade fisica® 69

Sim 63 (91,3%)
Pratica exercicio fisico® 69

Sim 37 (53,6%)
Tempo diario sentado ou deitado (h)? 68 4,0 (2,0-5,0)

MEEM: Mini exame do estado mental; h: horas. QAF: Questionario de Atividades
Funcionais de Pfeffer. Atividade fisica: movimentos corporais com gasto energético, como
servicos domésticos, jardinagem, locomogdo, entre outros. Exercicio fisico: acdo planejada
com o intuito de manter ou alcangar determinado estado fisico e de satde, como musculagio,
caminhada, entre outros.

“Mediana (11Q)

> Ntimero absoluto e percentual

Foram perdidos dados relativos ao SPPB (n = 6) e for¢a de preensdo palmar (n = 4), ja que
alguns participantes ndo quiseram ou puderam realiza-los. Dados de recordatorio de 24 horas (n = 3)
também foram perdidos em decorréncia da perda de comunicagdo para conferéncia de medidas
caseiras, bem como dados de afericdo dos perimetros de cintura e panturrilha (n = 1) devido a
dificuldade de afericdo ou a manifestacao de ndo interesse. Dados de bioimpedancia perdidos (n = 7)
estdo atrelados a presenca de dispositivos metalicos que alterariam a leitura realizada pelo

equipamento.

Encontramos um percentual de adequacao de 43,7% para os niveis de Zn plasmatico, com
média de 74,55 (= 4,49) pg/dl. A média para os niveis plasmaticos de Cu foram 112,06 (+ 8,12) pg/dl,
estando esta concentracdo adequada em todos os participantes (dados ndo apresentados). A média
encontrada para a RCZ foi de 1,51 (£ 0,16), sem diferenga estatisticamente significativa entre os

sexos. Com relacdo ao consumo destes minerais, a mediana para Zn (mg) e Cu (mg) foi de 7,73 (5,91-
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10,11) ¢ 0,78 (0,56-1,1), respectivamente. Quanto ao percentual de adequacao de consumo de Cu e

Zn, encontramos uma mediana de 57,73 % (36,13-79,74) e 46,61 % (31,74-66,36), respectivamente.

Ao dicotomizar a amostra de acordo com o quartil para RCZ, observamos que individuos com

RCZ maior que 1,63 (quartil 4), apresentaram menor AF, sendo as diferencas encontradas

estatisticamente significativas, enquanto para os indicadores de qualidade muscular e de consumo

alimentar essa diferenca nao foi encontrada (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados antropométricos, de bioimpedancia, de funcionalidade e de consumo

alimentar segundo os quartis para RCZ nos idosos longevos estudados
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Variaveis n Total Valor

Quartis 1, 2,3 Quartil 4

(n=53) (n=18) P

Idade (anos)’ 71 84 (82— 87) 84 (81,5 87) 85 (82-922) 0,270*
Sexo” 71 0,083%
Masculino 32 (45,07%) 27 (84,37%) 5 (15,63%)
Feminino 39 (54,93%) 26 (66,67%) 13 (33,33%)
IMC (kg/m?) 71 25,56 (23,36 —28,59) 25,89 (23,39 - 28,69) 25,18 (22,92 -27,49)  0,509*
PC (cm)© 70 92,50 (+ 11,53) 92,92 (+ 11,75) 9129 (+11,12) 04557
Classificagdo PC? 70 0,178%
Gordura visceral 50 (71,43%) 35 (67,31%) 15 (83,33%)
elevada
PP (cm)© 70 35,01 (+3,02) 35,13 (+ 3,05) 34,64 (+ 2,99) 0,725+
Classificacdo PP? 70 0,246¢
Adequada 66 (94,29%) 51(96,23%) 15 (88,23%)
MMA (kg)* 64 14,30 (12,58 — 18,38) 15,19 (12,90 - 18,38) 13,35 (11,71 -18,30)  0,133*
AF¢ 64 5,30 (4,72 — 6,02) 5,56 (4,81 — 6,24) 478 (426-5,59) 0,026
Classificacdo AF® 64 0,487¢
Adequado 14 (21,87%) 12 (25,0%) 2 (12,5%)
Classificagdo SPPB? 65 0,187%

Bom desempenho

Moderado desempenho

Baixo desempenho
Muito baixo

desempenho

50 (76,92%)
12 (18,46%)
2 (3,08%)
1 (1,54%)

35 (74,47%)
10 (21,28%)
2 (4,25%)
0

15 (83,33%)
2 (11,11%)
0
1 (5,55%)
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FPPmax ¢ 67 23,00 (18,00- 30,00) 24,00 (19,50- 32,00) 22,00 (18,0-26,50) 0,148%*
Classificacdo FPPmax®? 67 1,000¢
Adequada 55 (82,09%) 40 (81,63%) 15 (83,33%)

Energia (kcal/kg)“ 68 30,03 (£ 9,57) 30,91 (£9,91) 27,41 (= 8,17) 0,503+
Proteina (g/kg) ¢ 68 0,98 (0,79 - 1,31) 0,98 (0,78 —1,31) 0,98 (0,83 - 1,30) 0,983*
Zn dietético (mg) 68  7,73(591-10,11) 7,77 (5,85 — 10,11) 7,72 (6,45 -9,42)  0,994*
Adequagio Zn“ 68 46,61 (31,74 - 66,36) 42,47 (30,50 — 67,36) 49,60 (38,97 - 64,04)  0,415%
Cu dietético (mg) 68 0,78 (0,56 - 1,10) 0,72 (0,56 — 1,00) 0,87 (0,63-120)  0,266*
Adequagdo Cu’ 68 57,73 (36,13- 79,74) 52,79 (35,94 - 79,10) 63,31 (42,28 - 88,72)  0,318*

IMC: indice de Massa Corporal; kg: quilogramas; m: metros; PC: Perimetro da cintura; cm: centimetros; PP: Perimetro da panturrilha;
MMA: Massa magra apendicular; AF: Angulo de fase; SPPB: Short Physical Performance Battery; FPPmax: Méxima forca de
preensdo palmar; kcal: quilocalorias; g: gramas; Zn: Zinco; mg: miligramas; Cu; cobre.

4 Mediana (IIQ)

> Ntimero absoluto e percentual

¢ Média (DP)

Valores p derivados do *Teste U Mann-Whitney; fTeste t de Student para amostras independentes e *Teste Qui-quadrado.

Analisando a associa¢do do AF com a RCZ dicotomizada encontrou-se menor mediana de AF
no grupo de idosos com maior RCZ (4,78 (4,26 — 5,59) vs 5,56 (4,81 — 6,24), p=0,026). Nas andlises
de regressdo de Poisson, com variancia robusta para o ultimo quartil da RCZ (> 1,63) e AF,
encontramos uma razao de prevaléncia de 0,63 (IC 95% 0,47— 0,86; p = 0,004) para o modelo sem
ajuste, e de 0,62 (IC 95% 0,47 - 0,81; p = 0,001) para o modelo ajustado para idade (Tabela 3),
mostrando que, para cada aumento de um ponto no AF, a prevaléncia de elevada RCZ diminui em

62%.

Tabela 3 - Analise de Regressdao de Poisson com variancia robusta para o ultimo quartil da

razdo cobre e zinco (RCZ > 1,63) e dngulo de fase ajustada ou ndo por idade.

Variaveis RP IC 95% Valor p
Modelo 1

Angulo de fase 0,63 0,47 - 0,86 0,004
Modelo 2

Angulo de fase 0,62 0,47 -0,81 0,001

Modelo 1: sem ajuste; Modelo 2: ajustado para sexo e idade.
Teste de Hosmer & Lemeshow para o modelo 1 = 0,986; para o modelo 2 = 0,983.
RP: Razdo de prevaléncia; IC: Intervalo de confianga.



DISCUSSAO

A RCZ ¢ de relevancia clinica para o ambito da geriatria e gerontologia e no estudo do
envelhecimento saudéavel pois tem sido apontada como um importante preditor de declinio funcional
[12] e estd negativamente associada a manutenc¢do ou retorno a homeostase pds evento desregulador
[10]. Os baixos niveis plasmaticos de Zn encontrados contribuiram para uma maior RCZ na
populagdo estudada, no entanto, pela caréncia de pontos de corte desta relagdo em pessoas idosas
longevas, ndo avaliamos a adequagdo desta relagdo e sim, sua associagdo com marcadores de saude

muscular, tentando contribuir para a elucidacao entre a RCZ e envelhecimento saudavel.

Ao comparar octogenarios saudaveis e doentes, Mezzeti et al. (1998) verificaram que o
aumento da RCZ no grupo controle foi causado pela elevagdo de Cu plasmatico, enquanto que em
idosos doentes, houve conjuntamente uma diminui¢ao de Zn. Ademais, a RCZ foi significativamente
relacionada ao estresse oxidativo sist€émico em ambos os grupos, evidenciado pelo maior contetido
de peroxidos lipidicos no plasma [13]. Em nossa amostra de idosos saudaveis, ndo encontramos
valores de Cu plasmatico acima do valor de referéncia adotado, enquanto 56,3% dos idosos
apresentaram baixos niveis de Zn plasmatico. Estes dados ressoam com os achados de Malavolta et
al. (2010) j& que a maioria das alteracdes na RCZ relacionadas a idade resultou de um declinio
progressivo de Zn plasmatico em sua amostra de idosos com idade superior a 70 anos. Malavolta et
al. (2010) ainda observaram que a RCZ foi maior em mulheres do que em homens [11], entretanto,

no presente estudo ndo encontramos diferenga significativa entre os sexos.

Em consondncia aos achados do presente estudo, mais recentemente o grupo ZincAge
encontrou média de 1,54 + 0.43 para RCZ em amostra de 74,6 £ 8,7 anos. Neste estudo, a RCZ
aumentou gradativamente com o avancar da idade e foi significativamente maior entre as mulheres
[37]. Belbraouet et al. (2007) aponta que, em um subgrupo de idosos saudaveis de 80,4 + 5,3 anos,
70,9% apresentaram RCZ maior que 1,15, sendo a média encontrada igual a 1,30 = 0.23. Os dois
estudos supracitados destacam que a RCZ aumentou gragas ao declinio progressivo de Zn plasmaético
[38]. Madaric, Ginter & Kadrabova (1994) também apontaram que a RCZ aumenta com o decorrer
do tempo. Entretanto, a RCZ esteve relacionada tanto com aumento do Cu quanto com a redugao de
Zn no plasma em subgrupo de homens saudaveis com 75 a 89 anos de idade, cuja média de RCZ foi

igual a 1.53 £ 0.21 [39].
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Destaca-se que, apesar das medianas de consumo de Cu e Zn estarem abaixo do preconizado
pelo IOM [40] e dos percentuais de inadequacao destes minerais encontrados estarem elevados, estas
variaveis dietéticas ndo estiveram associadas a RCZ. Apesar disso, e diante da diferenga na eficiéncia
absortiva de Cu e Zn documentada na literatura, levando em consideracdo que o Zn pode ter sua
absorcao até 20% reduzida em idosos [41], essa discrepancia entre o consumo e absor¢do destes
minerais pode explicar parcialmente a diferenca encontrada entre a adequacdo de seus niveis

plasmaticos.

Os niveis plasmaticos de Cu e de Zn sdo rigorosamente regulados por mecanismos
compensatorios que estabilizam suas concentragdes quase que independentemente da ingestdo
nutricional. Isto porque, em estudos com adultos, a homeostase do Zn parece nao ser grandemente
impactada por alteracdes dietéticas, exceto em casos de deficiéncia grave [42] e o Cu plasmatico
parece ser ainda menos afetado por estas variacdes [43]. Por estes motivos, a RCZ ndo esta

majoritariamente associada & componentes nutricionais [11].

No intuito de explorar a relagdo entre a RCZ e a saide muscular encontramos associagdo com
o AF, considerado um indice de satde celular pois reflete a integridade da membrana, as quantidades
relativas de fluido extra e intracelular e, portanto, a massa celular [44]. A reducdo do AF com o
envelhecimento reflete a diminuigdo da massa celular corporal relacionada com o avangar da idade,
0 que se caracteriza por uma reducdo da integridade celular e consequente maior propor¢ao de dgua

extracelular [45, 46].

Idosos saudaveis com 85 anos ou mais analisados por Reljic et al. (2020) apresentaram AF
médio de 3,41 + 0,64°, valor cerca de 37% menor quando comparado ao valor de referéncia da
populacdo mais jovem [47]. No entanto, apesar da diminuicdo do AF no decorrer dos anos ser
prevista, ha uma associag¢do entre AF reduzido e sarcopenia [48 — 51], fragilidade [49, 52 - 54] e

mortalidade [48, 52, 55, 56] em populagdes geriatricas distintas.

Uemura, Yamada e Okamoto (2019) identificaram que o AF foi um fator de risco significante
para quedas (risco relativo 2.32, IC 95% 1.03-5.21) em idosos com idade superior a 65 anos [57].
Bittencourt et al. (2020) apontaram que mulheres idosas com 71 (+4.38) anos e com AF acima do
valor médio encontrado (5.56 £ 0.63°) apresentavam 4,77 vezes mais chances de ter velocidade de

marcha aumentada (IC 95%; 2,40-9,48) [58]. Asano et al. (2023) estimou que a realocacao de 30
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minutos por dia para atividade fisica moderada a vigorosa corresponderia a um aumento de 2,3% no
AF em idosos saudaveis [59]. Estes achados indicam que o AF ¢ um bom indicador de qualidade

muscular em 1dosos.

Tomeleri et al (2018) observou, em idosas fisicamente independentes (com 67,7 £+ 5,7 anos e
AF de 5,7 + 0,6), uma relagao inversa entre AF e biomarcadores inflamatérios (IL-6, TNF-a e PCR)
e direta entre AF e parametros antioxidantes (catalase, superoxido-dismutase e antioxidante total
aprisionador de radicais). Este achado pode inferir que o estado inflamatoério de baixo grau sustentado
caracteristico do envelhecimento poderia estar relacionado a dano celular enquanto a manutengao da
defesa antioxidante preveniria a perda de integridade celular [60]. E por este motivo que Malavolta
et al. (2010) considera a RCZ um biomarcador inflamatério/nutricional [11], j& que a diminui¢ao do
Zn plasmatico esta relacionada ao aumento da inflamagdo [37] e a diminuicdo da capacidade

antioxidante [61, 62].

Considerando o desenho do nosso estudo, nao € possivel determinar causa e efeito, no entanto,
a RCZ pode estar associada ao AF pois é provavel que o aumento de Cu e/ou a diminui¢ao de Zn no
plasma tenha impacto sob a integridade celular e a satide muscular. O Cu elevado induz a produgao
de espécies reativas de oxigénio e acentua a instabilidade gendmica. Quando hé elevadas
concentragdes de ions de Cu, pode haver inducao de morte celular via apoptose, paraptose, ferroptose,
cuproptose ou autofagia [63]. Baixos niveis plasmaticos de Zn também propiciam a produgdo de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio além da ativagcdo de caspases [64], da inibicdo de vias
de sobrevivéncia enddgenas [65] e da amplificagdo de uma variedade de genes pro-apoptdticos como

o p53, p21, o fator transformador de crescimento beta e o retinoblastoma-1 [66].

In vitro, a privagdo de Zn pode aumentar a expressao de Bax, uma proteina pro-apoptotica
enquanto também diminui os niveis celulares das proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e Bcl-XL. E por

este motivo que o status de Zn pode ditar a sobrevivéncia de diversos tipos celulares [67].

Quando comparados a adultos, a atividade de superoxido dismutase (SOD) eritrocitaria [61,
68] ou no sangue total [69] estd reduzida em idosos saudéaveis [60, 67], e parece estar inversamente
relacionada ao nivel de atividade fisica [70]. Entretanto, este declinio ndo parece ser necessariamente
progressivo, ja que o estudo ZincAge encontrou maior atividade de SOD eritrocitaria em

nonagenarios do que em octogenarios [71]. Ressalta-se que variagdes na RCZ podem levar a
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alteragdes na atividade da SODI1, uma vez que ions Cu e Zn desempenham papel critico na
estabilidade e funcdo desta enzima ativa que, por sua vez, pode estar atrelada a protecao das
mitocondrias contra superdxidos [72]. Experimentalmente, a deficiéncia de SOD1 aumenta o estresse

oxidativo e acelera a atrofia do musculo esquelético dependente da idade [73].

Quanto a relacdo entre a RCZ e os demais indicadores de qualidade e quantidade muscular,
nao foram encontradas associagdes estatisticamente significativas. O estudo iISIRENTE (2012) com
individuos de 80 anos ou mais, por sua vez, encontrou associacao inversa entre a RCZ e a pontuagao
do SPPB. Isso se deve, provavelmente, aos elevados valores de RCZ encontrados neste estudo (média
de 1,93 em homens e 2,06 em mulheres) enquanto no nosso estudo a média foi de 1,48 (+ 0,15) no
sexo masculino e 1,54 (£ 0,16) no sexo feminino [12]. Ademais, os idosos que compuseram nossa
amostra sdo saudaveis e ativos, visto que 53,6% praticam exercicio fisico regularmente e 91,3%
praticam alguma atividade fisica. Alguns estudos demonstraram, ainda, associacdo significativa entre
a RCZ e a forga de preensdo palmar, entretanto, englobaram amplas faixas etarias [74] ou foram
realizados com idosos frageis [3]. Ainda ndo temos evidéncias de que esta associagcdo exista no

contexto do envelhecimento saudavel.

Uma limitagao deste estudo pode ser o tamanho amostral, que nos limitou a realizar as analises
de RCZ por sexo ou faixa etaria. Entretanto, ¢ importante considerar que idosos saudaveis com idade
superior a 80 anos configuram uma pequena parcela da populagao brasileira. A auséncia de dados de
ceruloplasmina e albumina plasmaticas e urinarias e de SOD também configura uma limita¢do para

uma maior compreensao das relagdes observadas.

Destaca-se que o presente estudo foi o primeiro a avaliar a RCZ e sua associagdo com
indicadores de qualidade e quantidade muscular e consumo alimentar em uma amostra homogénea
de idosos saudaveis com envelhecimento saudéavel e idade superior a 80 anos. Assim, foi o primeiro
a encontrar associagdo estatisticamente significativa entre a RCZ e o AF, contribuindo para ampliar
o campo de pesquisa sobre este indice. Entretanto, os mecanismos pelos quais o aumento de Cu e/ou

a diminuicdo de Zn no plasma favoreceriam o dano celular ainda carecem de elucidagao.

CONCLUSAO

A associagdo inversa significativa encontrada entre a RCZ e o angulo de fase, indicador de

integridade celular, ¢ o achado diferencial deste estudo, uma vez que tanto um quanto o outro estdo
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atrelados a um maior risco de declinio funcional e mortalidade em diferentes populacdes geriatricas,
incluindo as longevas. A desregulacdo dos niveis plasmaticos de Cu e de Zn pode levar a alteragdes
nos niveis celulares desses ions que, por sua vez, podem estar envolvidos na sobrevivéncia de alguns
tipos celulares. O angulo de fase pode, portanto, representar um bom marcador de saide muscular

em idosos longevos saudaveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nessa pesquisa observamos que, mesmo no contexto de envelhecimento saudavel, ha uma alta
incidéncia de deficiéncia de Zn plasmatico e eritrocitario, acompanhada de um alto percentual de
inadequacdo para ingestao e concentracao urinaria tanto de Zn quanto de Cu. A capacidade adaptativa
que a mobiliza¢do do Zn armazenado transitoriamente nos eritrocitos e a alta prevaléncia de baixa
excre¢ao deste mineral representam visa manter a homeostase plasmatica e, consequentemente, a

entrega aos tecidos para exercicio de fungdes primordiais.

Encontramos diferencas significativas entre sexos visto que homens apresentaram menor
concentragdo de Zn urindrio, sendo que metade da amostra masculina apresentava baixa excregao.
Em relacdo a ingestdo de Zn, homens tiveram maior média de consumo, contudo sem diferenca
estatisticamente significativa entre o percentual de adequacdo de ingestdo. Quanto ao Cu, apesar da
completa adequagdo de niveis plasmaticos e eritrocitarios, a alta excre¢ao urinaria foi encontrada em
mais de 95% da amostra. O percentual de adequacdo de Cu foi o Unico parametro deste mineral

significativamente diferente entre os sexos, sendo maior no sexo masculino.

Estes achados demonstram que a senescéncia possui especificidades que merecem melhores
elucidag¢des ¢ nao necessariamente demonstram concordancia com os atuais valores de referéncia
para biomarcadores e consumo de Zn e Cu em idosos longevos e saudaveis. Contudo, nestes idosos
os biomarcadores de Zn e Cu ndo foram associados com a ingestao alimentar analisada, demonstrando

que as alteragdes no metabolismo destes minerais extrapolam o componente dietético.

Os baixos niveis plasmaticos de Zn encontrados certamente contribuiram para uma maior
RCZ, no entanto, ndo ha parametros de pontos de corte desta relacdo que nos permitam uma analise
mais profunda de sua adequacdo nesta populacdo estudada. Entretanto, a associagdo inversa
significativa encontrada entre a RCZ e o AF, indicador de integridade celular, ¢ o achado diferencial
deste estudo, uma vez que tanto um quanto o outro estdo atrelados a um maior risco de declinio
funcional e mortalidade em diferentes populacdes geriatricas, incluindo as longevas. A desregulagao
dos niveis plasmaticos de Cu e de Zn pode levar a alteracdes nos niveis celulares desses ions, que por
sua vez, podem estar envolvidos na sobrevivéncia de alguns tipos celulares. Entretanto, os
mecanismos pelos quais o aumento de Cu e/ou a diminui¢do de Zn no plasma favoreceriam o dano

celular ainda carecem de elucidacgao.
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Todavia, a RCZ ndo esteve significativamente associada aos indicadores de qualidade e
quantidade muscular, exceto o AF. Isto se deve provavelmente a homogeneidade da amostra no que

tange a funcionalidade e habitos de vida.

Os resultados desta dissertagdo langam luz sob uma nova perspectiva relacionada
propriamente ao metabolismo de Cu e Zn assim como a razdo destes minerais e a integridade celular
em idosos longevos e geram novos questionamentos. Pesquisas futuras devem se debrugar na
comparacao das variaveis aqui estudadas em amostras maiores, entre grupos de idosos saudaveis e
idosos frageis, com afericdo de parametros que ajudariam a elucidar as diferencas encontradas entre
os minerais, como a deteccdo de ALB e CP plasmaticas, a atividade de SOD plasmatica e eritrocitaria,
bem como arazdo ALB/Cu e CP/Cu urinarias. Dado que o consumo alimentar destes micronutrientes
¢ relevante e pode impactar especialmente os biomarcadores de Zn, o aspecto nutricional deve
continuar sendo pesquisado. Ademais, a investigacdo de marcadores inflamatdrios e de estresse
oxidativo seria importante para acessarmos a relagdo entre o processo de inflammaging ¢ a RCZ ja

descrito em estudos com outros delineamentos.

Resta salientar que, apesar dos achados contrastarem com a hipdtese inicial, eles reforcam a
capacidade organica adaptativa que ocorre em prol do envelhecimento saudavel sustentado.
Entretanto, destacamos a necessidade de enfoque no aspecto nutricional de pessoas idosas,
especialmente quanto ao Zn, considerando que mais de um ter¢co da populacdo idosa brasileira
consome quantidades insuficientes deste mineral e que uma abordagem para reeducagdo alimentar
poderia ser estimulada no ambito individual e coletivo sem desconsiderar que o olhar a pessoa idosa
deve manter-se atento a sua funcionalidade e estilo de vida e que uma avaliagdo holistica e

multidimensional € o caminho de se evitar iatrogenias.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa:
“Perfil de minerais de idosos e suas correlacdoes com o envelhecimento saudavel”.

Nesta pesquisa temos como objetivo estudar os niveis de magnésio, selénio, calcio, zinco, cobre,
manganés, sodio, potassio e ferro presente em uma amostra sua de sangue e urina, ¢ avaliar se estes
minerais estdo associados com o envelhecimento saudavel. Assim, vocé sera avaliado agora e a cada seis
meses por até dois anos, para que possamos acompanhar os niveis sanguineos destes minerais enquanto
vocé envelhece buscando compreender a relagdo destes com o envelhecimento saudavel e do risco de
fragilizacdo. Durante a pesquisa caso diagnosticarmos uma deficiéncia de qualquer um destes minerais
avaliados, vocé sera tratado de imediato.

Pedimos sua autorizagao para utilizar os dados coletados (como peso, altura, dados de presenca de doengas
e medicamentos utilizados) durante a sua consulta com o geriatra ¢ o nutricionista do ambulatério de
Atencdao multiprofissional ao idoso robusto e em risco de fragilizagdo, do Servico de Geriatria e
Gerontologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde vocé ¢
atendido, sendo estes dados contidos no seu prontudrio. Também pedimos autorizagdo para coletar dos
prontudrios os resultados dos exames bioquimicos (de sangue) que o geriatra lhe solicitou e que vocé
realizou no laboratorio da UFMG. Além destes procedimentos de rotina no ambulatério, faremos a coleta
de uma amostra de sangue, uma amostra de urina de 24 horas, o exame de bioimpedancia e a calorimetria
indireta.

A coleta de sangue sera realizada em laboratdrio proprio para coleta de material bioldgico, localizado no
primeiro andar do Instituto Jenny de Andrade Faria, por profissional técnico em enfermagem no periodo
da manha, entre 7 e 9 horas, sendo necessario jejum de 12 horas.

O exame de calorimetria indireta ¢ um procedimento ndo-invasivo e sera util para determinarmos a
necessidade de energia do seu corpo através da analise do ar inspirado e ar expirado pelo seu pulmao. O
teste possui duragdo média de 15 minutos e requer repouso de 30 minutos antes do exame. Sera feito aqui
no ambulatdrio e necessita de jejum de 2-3 horas.

Ap0s o repouso de 30 minutos, uma mascara de material plastico flexivel serd confortavelmente ajustada
a seu rosto e conectada ao calorimetro. Durante a avaliagdo vocé permanecera deitado de barriga para
cima, sem se movimentar, respirando naturalmente. Salientamos que para sua seguranca, apos finalizado
0 processo, as mascaras e tubos serdo devidamente higienizados em laboratorio proprio conforme padrdes
estabelecidos por normativas.

A bioimpedancia também ¢ um exame nao-invasivo que utilizaremos para avaliacdo da sua composi¢ao
corporal, como a quantidade de massa muscular e de gordura corporal, 4gua corporal total. Antes de iniciar
este exame vocé€ devera ficar em repouso por 10 minutos. Para realizar o exame vocé devera permanecer
deitado de barriga para cima e serao colocados eletrodos em sua mao e pé, e nestes conectados os grampos
do equipamento. Por meio destes grampos (que estdo conectados a fios) uma corrente elétrica passara
pelo seu corpo, mas vocé ndo sentira nada durante o procedimento, pois esta corrente elétrica ¢ de muito
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baixa intensidade. O exame tem duracgdo de cerca de 2 minutos, apds iniciado, sendo necessario que vocé
permanega sem mexer durante este tempo. Para sua realizacdo € necessario jejum de 4 horas de alimentos
e bebidas (inclusive de agua), estar a 24 horas antes do exame sem praticar atividade fisica; urinar antes
da realiza¢do do exame para estar de “bexiga vazia”; e retirar todos os adornos metalicos (ex. reldgio,
anel, pulseira, colar), exceto pelos brincos.

Para aproveitar o momento de jejum os procedimentos de bioimpedancia e calorimetria serdo realizados
no mesmo dia da coleta de sangue. Apds estes procedimentos vocé recebera um lanche no préoprio
ambulatdrio e em seguida ird para a consulta nutricional e geriatrica.

Qualquer preparo nao realizado para algum dos exames citados acima impede a realizagdo do mesmo por
risco de resultado incorreto.

A coleta de urina sera realizada por vocé no seu domicilio, em um frasco proprio que sera entregue, sem
custo, pelos pesquisadores. Sendo que vocé devera trazer o franco cheio na data do atendimento
nutricional.

A pesquisa envolve riscos minimos. A coleta de sangue causa um desconforto local, podendo surgir
hematomas e eventualmente um leve mal-estar durante a coleta. Todo o pessoal responsavel pela coleta ¢
treinado para isto e todos os procedimentos de seguranga estdo garantidos. Todavia em caso de
aparecimento de hematoma, vocé sera orientado pelo profissional de enfermagem da coleta sobre cuidados
para a eliminagdo do mesmo, como por exemplo realizar compressas de gelo por aproximadamente 15
minutos no local, tendo o cuidado de nao ser diretamente sobre a pele.

Além disto, caso durante a pesquisa seja identificado através dos exames realizados algum
problema ou alteragdo de saude, como deficiéncia de algum mineral, vocé sera comunicado e sera
avaliado pelo geriatra e nutricionista. Estes avaliardo a necessidade de suplementar sua alimentacao
ou adequar seu consumo alimentar.

A utilizagdo destas informagdes coletas tanto no atendimento quanto nos exames esta vinculada
somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Estas informagdes, assim
como os resultados dos exames, serdo registradas em seu prontudrio no ambulatério.

Os beneficios diretos e indiretos para vocé ao participar da pesquisa serdo decorrentes dos resultados da

pesquisa, onde poderemos melhorar nossa compreensdo sobre a relagdo destes minerais com
envelhecimento saudavel e do risco de fragilizacao.

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo nem recebera qualquer vantagem financeira.
Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem
assegurado o direito a indenizagao.

O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar
ou recusar-se a participar a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos.

A sua participacdo é voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que o Sr. (a) ¢ atendido (a) pela equipe. Os resultados obtidos pela pesquisa
estardo a sua disposi¢do quando finalizada.

Seu nome, que indica sua participagdo, ndo serd liberado e o (a) Sr. (a) ndo serd identificado (a) em
nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada
pelo pesquisador responsavel, no prontuario clinico do hospital e a outra serd fornecida ao Sr. (a). Os
dados utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
(cinco) anos apds o encerramento da pesquisa, no ambulatorio Jenny de Andrade Faria do HC-UFMG e
apos esse tempo serdo destruidos.
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Em concordancia com a Resolucdo CNS N° 411, 12 maio 2011, a pesquisa conta com termo de
biorrepositorio e declaracdo de formacdo de biorepositdrio referentes a formagdo de uma colegdo de
material bioldgico humano (sangue e urina), coletados e armazenados ao longo da execugado deste projeto
de pesquisa, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais.

Este material biologico coletado (sangue e urina) serd armazenado no Laboratorio de Nutricao
Experimental da Escola de Enfermagem/UFMG, permanecendo sua guarda sob a responsabilidade e
gerenciamento do pesquisador responsavel. O seu sangue e urina coletados serdo usados somente para
esta pesquisa, sendo descartado apos o término da execugdo deste estudo. Tal descarte ocorrera conforme
normas vigentes de orgdos técnicos competentes, segundo descricdo: As aliquotas de sangue e urina
utilizadas para analises de minerais em espectrometria de emissao atdmica sdo diluidas em meio 4cido,
sendo a matriz organica destruida e a solucdo ionizada destruida a temperaturas acima de 6000°C.
Aliquotas ndo utilizadas desses materiais, sdo desinfetadas com hipoclorito a 1%, atendendo a normas de
descarte previstas na RDC 222 da Anvisa e dispostos em conformidade com as regras estabelecidas pelos
orgaos ambientais e pelos servicos de saneamento competentes.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdao
brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Suas informagdes sao muito valiosas para o desenvolvimento desta pesquisa.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite algum esclarecimento, entrar em contato com o pesquisador
responsavel Ann Kristine Jansen pelo telefone (31) 3409-9858 ou com o (a) pesquisador(a) (nome)
pelo telefone (__ ) )
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG) também poder4
ser consultado para duvidas/denincias relacionadas a Etica da Pesquisa no endereco Av. Presidente
Antonio Carlos, 6627, Pampulha, Belo Horizonte, MG -Unidade Administrativa II - 2° Andar - Sala: 2005,
ou pelo telefone (031) 3409-4592.

Eu, , fui informado (a) dos objetivos, métodos,
riscos e beneficios da pesquisa, de maneira clara e detalhada, esclareci minhas dividas e estou ciente que
meus dados serdo tratados com absoluta seguranca para garantir a confidencialidade, privacidade e

anonimato.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer
todas as minhas duvidas.

Assinatura do participante:

Rubrica do participante

Assinatura do investigador:

Rubrica do investigador
Data /[
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APENDICE B — Ficha da coleta de dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS
GERAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL ,
U Fm DE MINAS GERAIS HOSPITAL DAS CLINICAS @
-

NUCLEO DE GERIATRIA E
GERONTOLOGIA
INSTITUTO JENNY DE ANDRADE FARIA DE ATENCAO A SAUDE DO IDOSO

PROJETO MINERAIS

IDENTIFICACAO DO ENTREVISTADOR
Identifica¢ao do entrevistador:
Data da entrevista: 1. DATA:
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS
Nome completo: 2.1D:
Sexo: 3.SEXO: ()M ( )F
Data de Nascimento: 4.
DN:
5. IDADE:
Endereco:
Telefone:
Raca autorreferida 6. RACA:
( ) Branca
( ) Morena




( ) Parda
( ) Negra
() Amarela

() Indigena

Vinculo do informante com o paciente (se for o caso):

Escolaridade (em anos completos)

7. ESCOL.:

Renda familiar (total em reais)

8. RENDA:

Numero de pessoas que habitam em casa:

Numero de pessoas que fazem as refei¢des em casa:

DADOS DE SAUDE E FUNCIONALIDADE

Pontuacdo da avaliacdo das Atividades de Vida Diaria, 9. AVD:
segundo Pfeffer
Funcionalidade 10. FUNC.:
() Robusto

() Emrisco

Fragilidade (3 ou mais 5 critérios)

11. FRAGILIDADE

1. Perda de peso ndo intencional de 4,5 kg ou 5% do peso corporal no tltimo ( ) Nao
ano;
() Sim
2. Fadiga autorreferida;
3. Diminuigdo da for¢a de preensdo medida com um dinamémetro na mao
dominante;
4. Baixo nivel de atividade fisica medido pelo dispéndio semanal de energia
em kcal;
5. Diminuig8o da velocidade da marcha em segundos.
Classificagdo SARC-F 12. SARC-F:
( ) Sem Sinais

Sugestivos de Sarcopenia

( ) Sugestivo de
Sarcopenia
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Possui Doengas/Comorbidades:

13. COMORBIDADES:
( ) Nio

( )Sim

Quais Doeng¢as/Comorbidades:

14. N° DE COMOR:

Faz uso de farmacos?

15. FARMACOS:
( ) Nio

( )Sim

Quais farmacos:

16. N° DE FARM:

Tabagismo

Hé quanto tempo:

Quantos cigarros por dia:

17. TABAGISMO:
( )Nao

( ) Sim

Etilismo 18. ETILISMO:
Hé quanto tempo: (1) Nao
() Sim
Tipo de bebida alcoolica:
19. ML/DIA BEBIDA
ALC.:
Frequéncia do consumo:
Pontuagdo MEEM 20. MEEM:

Exames bioquimicos:
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Uso atual de

(vitaminicos/minerais/proteicos)

suplementos

nutricionais

21.

SUP.NUTRICIONAL

( ) Nio

( )Sim

Uso de Vitamina D

Dose (UI):

22. USA VIT.D.:
( ) Nao

( ) Sim

23. DOS.DIA (Ul):

Uso de Vitamina B12

24. USA VIT.B12:
( )Nao

() Sim

25. FREQ.DO USO:
( ) Diario

( ) 1x semana

() Ix més

( ) 1x a cada 6 meses

Uso de Calcio

26. USA CALCIO.:
( )Nao

( ) Sim

27. DOS.DIA (mg):

Outros suplementos:

Pratica de Atividade fisica

28. PRATICA AF:
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( )Nao

( )Sim

29. QUAL AF:

( ) Atividade do lar

( ) Jardinagem

() Carpinteiro/pedreiro

() Servigos domésticos

+ jardinagem

() Anda

() Outros

Pratica de Exercicio Fisico.

Avaliar a intensidade por presenca de sudorese e

alteracdo na frequéncia cardiorrespiratdria).

30. PRATICA EF:
( )Nao

( ) Sim

31. QUAL EF:
() Aerdbico
( ) Anaerdbico

( ) Misto

32. MIN/SEMANA:

33. INTENSIDADE:
() Leve
( ) Moderada

( ) Intensa
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Quantidade de horas no dia sentado ou deitado (exceto 34. HORAS/DIA: _
no sono)
ANAMNESE ALIMENTAR
Quantidade de 4gua que bebe por dia (ml) 35.AGUA/DIA:

Oleos e gorduras para o preparo das refei¢des em casa: () Banha de porco ( ) Toucinho (

) Azeite de oliva

Oleo vegetal: () Soja ( ) Milho ( ) Girassol () Canola ( ) Outro:

Oleo vegetal: Quantidade:
Duracgao:
Outro 6leo vegetal: Quantidade:
Duracgao:
Banha de porco: Quantidade:
Duracgao:
Toucinho de porco: Quantidade:
Duracao:
Azeite de oliva: Quantidade:
Duracao:
Quantidade consumida de 6leo e/ou gordura por dia (ml 36. OLEO/DIA:
ou mg)
Acgucar gasto em casa: 37. ACUCAR/DIA:
Quantidade:
Duracao:
Quantidade consumida de agucar por dia (mg)
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Sal gasto em casa: 38. SAL/DIA:

Quantidade: Duragao:

Quantidade consumida de sal por dia (mg)

Uso de temperos industrializados 39. USA

TEMP.INDUS.:

( )Nao ( ) Sim ( ) Nio

Quais: () Sim
40.TEMP.INDUS./DIA:

Quantidade: Duragao:

dia (mg)

Quantidade consumida de tempero industrializado por

CAPACIDADE FISICA

Maior Forga de preensdo palmar

Pontuagao pés lado a lado

41. FORCA MAOD:

42. FORCA MAOE:

43. PES LADO A
LADO:

Pontuag¢ao Semi Tandem

44. SEMI TANDEM:

Pontua¢dao Tandem

45. TANDEM:

Velocidade de marcha

46. TEMPO (M/S):

47. PONTUACAO:
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Pontuacao teste da cadeira

48. FORCA MMIIL:

Pontuacdao SPPB

49. SPPB:

ANTROMETRIA

Peso Habitual (kg)

Perda de peso ndo intencional recente

50. PESOHAB.:

51.PERDAPESO:

( ) Nao
Tempo da perda de peso (meses)
() Sim
. . 0
. Perda significativa de 4,5 kg ou 5% do peso corporal no 59 TEMPOPERDA:
ultimo ano
53.PERDASIGN:
( ) Nao
( ) Sim
Peso atual (kg) 54. PESO:
( ) Aferido
() Estimado
Altura (cm) 55. ALTURA:
( ) Aferida
() Estimada
IMC (kg/m?) 56. IMC  (kg/m?):
Perimetro de brago (cm) 57. PB:
Perimetro de panturrilha (cm) 58. PP (D):
PP (E):
Perimetro de cintura (cm) 59. PC:
Altura do Joelho (cm) 60. AJ:
Dobra cutanea bicipital (mm) 61. DCB:
Dobra cutanea tricipital (mm) 62. DCT:
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Dobra cutanea subescapular (mm) 63. DCSE:
Dobra cutanea suprailica (mm) 64. DCSI:
Soma das sobras (mm) 65. SOMA:

Obs: Possui Edema: () Sim
Local (is): ( )Nao
Bioimpedancia 66. RESIST. (R):
—67. REACT. (XC):
- 68.  GORD. (KG):
—69. M.MAGRA (KG):
B 61. % GORDURA:
- 62. AGUA(L):
63. % AGUA:
64. TMB (kcal):
Calorimetria 65. TMB (kcal):

Somente para Reavaliacao

66. Hospitalizagao:
( )Nao
() Sim

67. Tempo de internacao
(dias): -

135



136

68. Queda (com ou sem
fratura):

( ) Nao

( )Sim
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APENDICE C - Ficha de registro alimentar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
U F m G UNIVERSIDAOE FEDERAL
DE MINAS GERAIS
- HOSPITAL DAS CLINICAS
NUCLEO DE GERIATRIA E GERONTOLOGIA

ATENCAO NUTRICIONAL AO IDOSO

Nome:

Data da consulta com a nutricionista: /]

FICHA DE REGISTRO ALIMENTAR

Orientagbes para preenchimento:

. Devera ser feito o registro alimentar de 3 dias NAO consecutivos, incluindo
um do final de semana (Ex: Segunda, quarta e sabado).

. N&o realizar o registro alimentar quando estiver doente.

. Vocé deve anotar todo alimento consumido no dia, incluindo bebidas,
lanches ou temperos. Beliscos também precisam ser anotados

. Anotar os alimentos em todas as refeigdes. Caso ndo tenha realizado
alguma refeigdo anotar: NENHUM ALIMENTO CONSUMIDO.

. Faca o registro logo apds cada refei¢cdo, pois assim, vocé ndo esquecera
nada.

. Além de anotar o alimento, vocé deve anotar a forma de preparo. Por
exemplo: bife frito, frango cozido no molho.



. Além da forma de preparo devera também anotar detalhes como: com
casca ou sem casca, frango com pele ou sem pele, carne com gordura ou sem
gordura, leite desnatado ou integral, queijo curado ou fresco etc.

. Caso o alimento seja industrializado (biscoitos, salgadinhos ..) escreva a
marca.
. Os alimentos deverao ser quantificados em medidas caseiras; ex: colher

(de sopa, sobremesa, cha, café); copo (de requeijao, americano ou pequeno);
xicara (de cha ou café); escumadeira (grande, média ou pequena); concha
(grande, média ou pequena); prato (fundo, raso ou sobremesa). Outras
medidas, ex: uma folha de alface (média, grande ou pequena), um tomate ou

rodelas (grande, média ou pequena); frutas (grande, média ou pequena).

REGISTRO ALIMENTAR 1

Data: /1202 _ Dia da Semana:
Preenchido por:
Refeicao Alimento consumido Quantidade

Café da manha

Hora:

Lanche

Hora:
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Almocgo

Hora:

Lanche

Hora:

Jantar

Hora:

Ceia

Hora:
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Beliscos no dia:

Alguma observagao que vocé considera importante:

REGISTRO ALIMENTAR 2

Data: /1202 Dia da Semana:

Preenchido por:

Refeigcao Alimento consumido Quantidade

Café da manha

Hora:

Lanche

Hora:

Almocgo

Hora:
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Lanche

Hora:

Jantar

Hora:

Ceia

Hora:

Beliscos no dia:

Alguma observacgao que vocé considera importante:



REGISTRO ALIMENTAR 3

Data: /| 1202_

Preenchido

Dia da Semana:

Refeicao

Alimento consumido

Quantidade

Café da manha

Hora:

Lanche

Hora:

Almocgo

Hora:
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Lanche

Hora:

Jantar

Hora:

Ceia

Hora:

Beliscos no dia:

Alguma observagao que vocé considera importante:




APENDICE D - Orientacgdes para a coleta de urina de 24h

ORIENTACOES PARA COLETA DE URINA DE 24 HORAS

1. Ao acordar, as horas, urinar no vaso sanitario, desprezando a primeira

urina do dia, esvaziando toda a bexiga;

ATENCAO: A contagem das 24 horas comeca ao esvaziar a bexiga. A primeira urina

marca o horario de inicio da coleta e ndo pode ser armazenada no frasco;

2. A partir desse momento, toda vez que urinar, durante o resto do dia e da noite, recolher
toda a urina de cada miccao, colocando-a no frasco de coleta. Durante cada miccao, o frasco

deverd ser armazenado bem fechado e guardado em refrigerador, durante todas as 24 horas de

coleta;
3. Na manha seguinte, deve-se coletar toda a urina contida na bexiga e encerrar a coleta
as horas (no mesmo horario em que foi desprezada a primeira urina do dia

anterior). Tentar esvaziar toda bexiga um pouco antes do horario de término, para ndo

ultrapassar as 24 horas;

4. Nao coletar no frasco nenhuma urina ap6s as 24 horas;

ATENCAO: E importante respeitar o horario de término, pois se a ultima amostra de

urina for coletada em horario diferente, o tempo de coleta nao sera de 24 horas.

5. Durante as 24 horas de coleta, a ingestao de liquidos, alimentagdo, uso de medicacao

e a rotina diaria, devem ser mantidos;
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6. Manter a urina a refrigerada até o momento da sua entrega no ambulatdrio Jenny Faria.
IMPORTANTE

o E fundamental que seja entregue TODA a amostra da urina de 24 horas;
e Nao esquecer de coletar nenhuma micgao;

e (Caso aconteca, interromper a coleta e inicia-la novamente no dia seguinte. Qualquer

erro nesta coleta, implicara em erro nos resultados;
e Antes de tomar banho e evacuar, procurar urinar e armazenar a urina no frasco;
e Nao urinar durante o banho ¢ durante a evacuagao;

e Se sair de casa, urinar e coletar a urina no frasco antes de sair e urinar somente quando

voltar, para coletar a urina novamente;

e E recomendada a higiene local antes de cada coleta:

Homens

1. Lavar as maos;
2. Lavar todo o pénis apenas com bastante dgua, e ndo utilizar sabonete;
3. Enxaguar e secar com toalha limpa.

Mulheres

1. Lavar as maos;

2. Lavar a regido genital de frente para trds, apenas com bastante agua, e nao
utilizar sabonete;

3. Secar com toalha limpa sem fazer movimentos para frente e para tras.

Duvidas e informacdes: Camila 31 986258662

Referéncia Bibliografica: Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina
Laboratorial. Recomendagdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML). 6. Coleta e Preparo da Amostra Biologica, pag 66-69. Barueri, SP:
Manole: Minha Editora, 2014.
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APENDICE E- Ficha de resultados de exames: biomarcadores séricos eurinarios, DEXA,

teste de marcha e for¢a de preensio palmar

vl NUGG

INSTITUTO JENNY DE ANDRADE FARIA U F m G
_—

AMBULATORIO ENVELHECIMENTO SAUDAVEL

Estudo: Perfil de minerais de idosos e relacio com o envelhecimento

saudavel

Agradecemos a sua participag@o no nosso estudo e nos colocamos a disposicao para quaisquer

Nome:

Data da realizacao do exame:

RESULTADOS DE EXAMES - SANGUE E URINA

Exame material sangue Valor de referéncia Valor
encontrado
Calcio (mg/dl) 8,5a 10,2 mg/dL
Cobre eritrocitario (RBC/ug/dl) 30,5-132,2 ug/dL
Cobre plasmatico (ug /dl) 64-159 ug/dL
Ferro (ng /dL) 56-168 ug/dL
Magnésio eritrocitario (mmol/1) 1,65 a 2,65 mmol/L
Magnésio plasmatico (mmol/l) 0,57 a 0,91 mmol/L
Manganés (ug /1) 3,5029,2ug/L
Selénio plasmatico (pg /dl) 80 a 95 pg/L
Selénio eritrocitario (RBC/ pg /dl) 0,18 2 0,55 pg/gHb
Zinco eritrocitario (RBC pg /gHb) 40-44 ugZn/g Hb
Zinco plasmatico (ng /dl) 75-110 ug/dL
Exame material urina Valor
encontrado
Calcio i6nico (mmol/l) até 1,5 mmoL/L
Cobre (ng /24 h) 200 a 500 ug/24h
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Creatinina 24hs (g) 0,63 a 2,50 g/24h
Magnésio (mmol/24h) 3,00 a 5,00 mmol/24h
Manganés (pg /dl) 0,12 a1,9 ug/dL
Selénio (pug /ml) 0,014 2 0,038 ug/mL
Zinco (ug /24h) 300 a 600 ug Zn/24 h

Analise dos resultados:

Assinatura do profissional
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. INSTITUTO JENNY DE ANDRADE FARIA
NUGG UFMG
‘ | -—

I\ /
o) , ,
AMBULATORIO ENVELHECIMENTO SAUDAVEL

Estudo: Perfil de minerais de idosos e relacao com o envelhecimento

saudavel

RESULTADOS DE EXAMES - DENSITOMETRIA

Peso: \ Altura:
DENSITOMETRIA - CORPO TOTAL
Parametro Valor Valor encontrado
referéncia
Gordura Total (kg) -
Gordura total (%) -—-
Massa Magra (kg) -
Massa muscular esquelética Homens
apendicular (kg) >20
Mulheres
> 15
MMA/A? (kg/m?) Homens
>
Mulheres
>35,5
Densidade mineral oOssea total >-1,0
(g/em?) DMO T DP

RESULTADOS DO TESTE DE MARCHA E DE FORCA

Parametro Valor referéncia Valor encontrado
Velocidade de marcha > 0,8 m/s
(4 metros)
Forca de aperto de Homens > 27 kg
mao
Mulheres > 16 kg

Analise dos resultados

Assinatura do profissional



APENDICE F - Fluxograma de dados perdidos ou nio coletados

Participantes incluidos
(n=71)

1

Diados perdidos de recordatorio de 24h
n=3)

|

{ Dados perdidos de antropometria

@=1
l

Impossibilidade de realizacio de bioimpedancia por
uso de dispositive ou placa metilica
(n=16)

|

Erro na leitura do dado de reactincia
(n=1)

l

Impossibilidade de realizagio de um ou mais testes
do SPPB
in=G6

i

.,

o~

Impossibilidade de realizacio da dinamometria
n=4)
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APENDICE G - Cartaz de divulgacio do projeto de pesquisa para selecio de
voluntarios

SELECAO DE 1DOSOS
PARAPESDUISA SOBRE
NUTRICAD DA UPMG

CONHECE ALGUEM COM MAIS DE 80 ANOS |
E FUNCIONALIDADE PRESERVADA?
CONVIDE-0 PARA PARTICIPAR!

Projeto: “Perfil de minerais de
idosos e suas correlat;_t')es como
envelhecimento saudavel”.

Os interessados em participar
podem entrar em contato coma
Camila pelo niumero 3198625-8662 |
ou e-mail camila.dnr@hotmail.com ¢

Local: LABORATORIO DE
AVALIACAO NUTRICIONAL -

Escola de Enfermagem UFMG
Av. Prof. Alfredo Balena, 190 -
Santa Efigénia, BH

As quartas de manha!

Avaliacao nutricional e orientacoes
nutricionais serao realizadas.




151

ANEXOS
ANEXO A - Parecer consustanciado do Comité de ética em pesquisa da

UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
MINAS GERAIS %ﬁd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Perfil de minerais de idosos e relagdo com o envelhecimento saudavel
Pesquisador: ANN KRISTINE JANSEN

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 85566218.0.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.329.785

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo da grande area Ciéncias da Saude, delineamento observacional, abordagem
quantitativa, analitico, tipo coorte aberta prospectivo concorrente, para analisar os muito idosos robustos e
centenarios atendidos no Ambulatério de Atengdo Multiprofissional ao Idoso Robusto e em Risco de
Fragilizagdo, do Servigo de Geriatria e Gerontologia do Hospital das Clinicas-UFMG/Ebserh. A nutri¢céo é
reconhecida como tendo um impacto importante na morbidade e mortalidade geral e seu papel na extenséo
da expectativa de vida tem sido objeto de extensa pesquisa cientifica. Varios nutrientes tém sido estudados,
no entanto, estudos avaliando o estado nutricional de minerais s@o mais escassos. A hipotese apresentada
afirma que o envelhecimento saudavel e/ou longevo correlaciona-se com a manutengdo do estado
nutricional de minerais no organismo, refletindo-se no consumo de alimentos fonte e manutengéo de niveis
recomendados para os seus biomarcadores. Serdo incluidos na pesquisa idosos com 80 anos ou mais, de
ambos os sexos classificados nos estratos 1 a 3 (idosos robustos), de acordo com a Classificagdo Clinico-
Funcional dos Idosos, cuja representacdo grafica é a Escala Visioanaldgica de Fragilidade (Visual Scale of
Frailty) desenvolvida no Servigo de Geriatria da UFMG e idosos centenarios, de ambos os sexos,
independente do estrato clinico funcional. Nao poderdo participar do estudo os idosos sarcopénicos na linha
de base, diabéticos, alcoolistas crénicos, PTH elevado, em uso de diuréticos de al¢a (furosemida),
digitalicos, e acido valproico e idosos muito idosos em risco de fragilizagdo ou frageis na linha de base.
Assim, a amostra estabelecida por conveniéncia sera composta por

Enderego: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢, 2°. Andar ¢, Sala 2005 4, Campus Pampulha
Bairro: Unidade Administrativa | CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmg.br

Pagina 01 de 07



UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataforma
MINAS GERAIS %cﬂ

Continuagdo do Parecer: 5.329.785

100 idosos com 80 anos ou mais, robustos e os centenarios independentes do extrato funcional, que
poderdo entrar para a coorte do estudo durante os dois primeiros anos. O estudo ira acompanhar os
participantes pelo periodo de 02 anos e estes deverdo se submeter a avaliagdes semestrais. O convite para
participar da pesquisa sera feito durante a primeira consulta de nutricdo do idoso no Servigo de Geriatria e
Gerontologia do Hospital das Clinicas-UFMG/Ebserh. Os dados a serem coletados na linha de base serdo
os demograficos, socio- econdmicos, clinicos, antropométricos, de forga de preensio palmar, da capacidade
fisica, de composigdo corporal, de consumo alimentar, e bioquimicos que fazem parte da rotina do
atendimento do ambulatério e serdo coletados diretamente dos prontuarios dos idosos, no mesmo momento
da entrada do idoso para o projeto. Para a linha de base da pesquisa sera coletada uma amostra de 20 ml
sangue pelo laboratério do Instituto Jenny de Andrade Faria, por profissional técnico em enfermagem.
Também sera coletada uma amostra de urina de 24 horas para analise dos minerais. O idoso sera orientado
verbalmente e por escrito, quanto & metodologia para coleta da urina. Apos a finaliza¢do da coleta, o idoso
ou familiar devera entregar o frasco no Servigo de Geriatria do Instituto Jenny de Andrade Faria, para um
membro da equipe de pesquisa que encaminhara a amostra de urina para analise nos laboratorios da
Embrapa, parceiro do projeto. Nas reavaliagbes semestrais serdo coletados os dados antropométricos, de
forca de preensdo palmar, de capacidade fisica, de consumo alimentar, biomarcadores de minerais e 0s
desfechos: Alteragdo na funcionalidade, presenga de sarcopenia, presenca e duracio total de
hospitalizagGes ocorridas no periodo, presenga de quedas ocorridas no periodo, novas comorbidades no
periodo, alteragdo da capacidade fisica, alteragdo da fungdo cognitiva e presenga de 6bito e causa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estudar os biomarcadores de minerais em idosos muito idosos e centenarios e correlacionar estes
biomarcadores com envelhecimento saudavel.

Objetivo Secundario

Estudar os biomarcadores de magnésio, selénio, calcio, zinco, cobre, manganés, sédio, potassio e ferro e
sua relacdo com desfechos clinicos em idosos muito idosos robustos e centenarios. Estudar o consumo
alimentar e sua relagdo com biomarcadores de magnésio, selénio, calcio, zinco, cobre manganés, sadio,
potassio e ferro em idosos muito idosos e centenarios.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
As pesquisadoras e pesquisadores informam que ndo havera mudanga na rotina de acompanhamento
ambulatorial dos idosos. Os riscos os(as) participantes serdo submetidos séo
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aqueles inerentes ao processo assistencial, que ndo é o objetivo da pesquisa. Para a coleta de sangue, o
idoso devera ficar em jejum de 8 horas, o que pode causar tonteira, além de estresse. A coleta de sangue
pode provocar dor, pequenos sangramentos ou hematomas. Para minimizar o desconforto, a coleta sera
realizada em laboratério proprio para coleta de material biol6gico, localizado no primeiro andar do Instituto
Jenny de Andrade Faria, por equipe treinada e com materiais estéreis e descartaveis.

Como beneficios aponta-se que para os idosos, participantes da pesquisa, o estudo permitira o
monitoramento de minerais que usualmente nao sédo avaliados por ndo serem da rotina do atendimento do
ambulatério. Este monitoramento permitira intervir precocemente, em eventuais desvios, e evitar a
instalacéo de uma deficiéncia mineral mais grave, evitando o desenvolvimento de quadros silenciosos. Ao
estudar os minerais e sua relagéo com longevidade, o estudo contribuira para compreender o bindmio: dieta
& longevidade, corroborando no desenvolvimento cientifico beneficiando indiretamente a sociedade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda ao Protocolo de Pesquisa, aprovado em 2018, para a inclusédo na metodologia de
avaliagdo da necessidade calérica dos idosos caldrico por meio da calorimetria indireta (Cl). Este € um
método ndo-invasive que determina as necessidades caldricas e a taxa de utilizagdo dos substratos
energéticos por meio do consumo de oxigénio e producdo de gas carbdnico através da analise do ar
inspirado e expirado pelos pulm&es. Apresentam como justificativa da inclusdo deste método no estudo o
fato desta ser uma metodologia inovadora de afericdo da demanda energética em individuos maiores de 80
anos que se correlaciona aos demais dados coletados, como, por exemplo, o consumo alimentar (3 registros
alimentares). Considerando a escassez de dados e de formulas para estimativa de necessidades cal6ricas
em idosos longevos, a Cl representa uma alternativa para avaliagdo objetiva da necessidade caldricas
dessa populacédo, além de auxiliar na validagdo de outros métodos mais acessiveis, como formulas. Para
além, o método em questdo é considerado padréo ouro para este fim. Avaliam que os riscos previstos para
essa nova etapa sdo minimos aos participantes. O teste possui duracéo média de 15 minutos, requer,
anterior a avaliagéo, repouso de 30 minutos e jejum de 2-3 horas. Para tanto, o procedimento sera realizado
no mesmo dia da coleta de sangue, aproveitando o momento de jejum. A medigao pelo equipamento deve
ocorrer em decubito dorsal, em ambiente silencioso, com pouca iluminagéo e temperatura confortavel. Apés
o repouso de 30 minutos, uma mascara sera confortavelmente ajustada ao rosto do voluntario e conectada
ao calorimetro. Durante a aferigcdo o voluntario permanecerd em decubito dorsal sem se movimentar,
respirando

Endereco: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 ¢ 2°. Andar ;, Sala 2005 ; Campus Pampulha

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br

Pégina 03 de 07

153



UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plabaforma
MINAS GERAIS %cvl

Continuacgéo do Parecer: 5.329.785

naturalmente. a fim de assegurar total seguranga dos participantes, a mascara e mangueira/tubo sao de
material totalmente higienizavel, em duas etapas, limpeza e desinfecgdo. Apresenta TCLE modificado para a
inclusdo da solicitagdo do exame de calorimetria, mas foram identificadas varias inadequagdes relacionadas
abaixo nas diligéncias. O Protocolo ndo apresenta termo de biorrepositério, vamos solicitar o Termo para
regularizar a situacdo do Protocolo uma vez que a Resolugdo No 441 CNS é de 2011. Na leitura do
documento apresentando a emenda, nao fica explicito como sera a inclusdo do novo exame, em quais
participantes sera feito, uma vez que o projeto tem 04 anos de desenvolvimento, encerrando em 2023. Nao
foi informado se continuam captando participantes. N&o foi identificada a submissdo de nenhum
RELATORIO PARCIAL sobre o andamento do Protocolo, dessa forma nédo se sabe quantos idosos
participam do projeto, perdas, solicitagdes descontinuidade da participagdo, resultados parciais.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Foram apresentados: 1. PB_INFORMAGOES_BASICAS_1897906_E1.pdf- com justificativa para emenda; 2.
Ficha_Resultado_de_Exames_Projeto_Minerais.pdf — para o registros dos resultados dos exames de
sangue e wurina; 3. POP_higienizacao_calorimetria_indireta.pdf; 4.
Check_list_Controle_processo_desinfeccao_Calorimetria.pdf; 5. 855662 18parecer.pdf (2 anexos) — Parecer
aprovando o Protocolo em 2018; 6. 85566218aprovacao.pdf (2 anexcs) — documento aprovando o
Protocolo; 7. Parecer_HC_UFMG.pdf - aprovagdo do Protocolo pela GEPE; 8.
Parecer_Unidade_Funcional_HC_UFMG.pdf — aprovacéo da Chefia da Unidade de gestdo do Atendimento
Ambulatorial HC/UFMG/Ebserh; 9. Projeto_de_Pesquisa_Minerais.pdf — Projeto brochura; 8;
ParecerNUT.pdf — Parecer da Camara Departamental da Nutrigdo; 10. Folha_de_Rosto.pdf — assinada pela
Diretora da Escola de Enfermagem; 11 Termo_Consentimento_Livre_Esclarecido_Emenda.pdf — revisado;
Emenda_projeto_pesquisa.pdf — apresentando a inclusdo de novo exame a metodologia do Protocolo.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

SMJ, somos de parecer que a Emenda seja mantida em diligéncia.

1. Solicita-se o melhor detalhamento de como a inclusdo do novo exame ocorrera. Nao esta explicito no
documento que justifica a emenda quem serfo os participantes que fardo o exame de calorimetria. Como
néo foi apresentado o Relatério Parcial do estudo néo se sabe quantos participantes estédo envolvidos com o
estudo, quantos acompanhamentos foram descontinuados. Recomenda-se fortemente a apresentagdo do
relatério parcial do estudo.

2. Solicita-se a apresentagdo do Termo de Biorrepositorio conforme Resolugdo CNS No 411, 12 maio
2011, considerando a coleta de sangue e urina para exames relacionados com a pesquisa.
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Informar no TCLE sobre o local de armazenamento do material biolégico coletado e de quando e a forma de
descarte desse material. Salienta-se que o TCLE apresentado informar sobre o armazenamento dos dados
e sobre a destruigdo desses. Informar que o material biolégico coletado sera usado so para esta pesquisa.
3. Solicita-se a apresentagio do Relatério Parcial.

4.  Adeguacgses do TCLE

a. Ordenar o TCLE, iniciando com a apresentagdo da pesquisa: objetivo em primeiro lugar (esta no
segundo paragrafo), depois falar dos procedimentos que o voluntario devera participar; riscos e beneficios
diretos e indiretos.

b. Descrever os procedimentos a que os participantes serdo submetidos, além do nome do exame,
detalhar como ele sera feito, por ex. a necessidade de jejum, o tempo de duragéo dos exames. Informar ou
diferenciar os exames de rotina daqueles que fazem parte da pesquisa. Usar linguagem adequada para
informar sobre os exames, por ex., explicar o termo “bioimpedancia”, “necessidade caldrica”, “dados
clinicos”, entre outros.

C. Informar qual parte dos dados sera obtida dos prontuarios, explicitar quais dados serdo obtidos dos
prontuarios.

d.  Explicar se os resultados dos exames serdo inseridos nos prontuarios dos participantes.

e. Informar que medidas serdo tomadas caso seja identificado algum problema se saude a partir dos
exames realizados.

f. Informar as medidas para reducéo ou eliminagdo dos riscos, por ex., em caso do surgimento de
hematoma qual a procedimento sera realizado para aliviar ou resolver este problema do participante.
g. Garantir que os participantes possam realizar um lanche ap6s 0s exames, uma vez que esses exigem
jejum prolongado.

h. Retirar a exigéncia do niumero do documento de identidade do TCLE, uma vez que este ndo € um
contrato.

i Informar o contato do CEP para que o participante possa procura-lo em caso de dlvidas ou
constrangimentos éticos.

1 Informar o contato do pesquisador responsavel para que o participante possa procura-la em caso de
duvida sobre a pesquisa.

Informamos que as adequacgdes solicitadas estdo de acordo com a Resolugdo No 466 do CNS, a
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Resolugdo No 441 CNS. Salienta-se que as mesmas se coadunam com a evolugdo das decisdes e agdes

do CEP que resolutamente buscam concretizar a garantia do direito dos participantes e a garantia de uma
pesquisa cada vez mais ética.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
De acordo com a Norma Operacional 01/2013, de 30 de setembro de 2013, o CEP aguarda a resposta até
30 (trinta) dias a partir da entrega deste parecer via Plataforma Brasil, para que o pesquisador atenda as
pendéncias. Ao final deste prazo o projeto sera arquivado. Solicita-se, ainda, que uma carta resposta seja

enviada, via Plataforma Brasil, de forma ordenada, conforme os itens das consideragbes deste parecer,

indicando-se também a localizagdo das possiveis alteragdes no protocolo, inclusive no TCLE.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_189790] 12/02/2022 Aceito
do Projeto 6 E1.pdf 18:14:48
Outros Ficha_Resultado_de_Exames_Projeto_ | 12/02/2022 |ANN KRISTINE Aceito

Minerais.pdf 18:12:44 | JANSEN
Qutros POP_higienizacao_calorimetria_indireta.| 12/02/2022 |ANN KRISTINE Aceito
pdf 18:12:23 | JANSEN
Outros Check_list_Controle_processo_desinfec | 12/02/2022 |ANN KRISTINE Aceito
cao_Calorimetria.pdf 18:12:08 | JANSEN
TCLE / Termos de | Termo_Consentimento_Livre_Esclarecid| 12/02/2022 | ANN KRISTINE Aceito
Assentimento / o_Emenda.pdf 18:07:17 |JANSEN
Justificativa de
Auséncia
Qutros Emenda_projeto_pesquisa.pdf 12/02/2022 |ANN KRISTINE Aceito
18:06:53 |JANSEN
Outros 855662 18parecer.pdf 12/04/2018 |Vivian Resende Aceito
17:32:11
Qutros 855662 18parecer.pdf 12/04/2018 |Vivian Resende Aceito
17:32:11
Outros 855662 18aprovacao.pdf 12/04/2018 |Vivian Resende Aceito
17:31:58
Outros 855662 18aprovacao.pdf 12/04/2018 |Vivian Resende Aceito
17:31:58
Declaragéo de Parecer_HC_UFMG.pdf 15/03/2018 |ANN KRISTINE Aceito
Instituigéo e 16:23:00 |JANSEN
Infraestrutura
Declaragéo de Parecer_Unidade_Funcional_HC_UFMG 15/03/2018 |ANN KRISTINE Aceito
Instituicio e .pdf 16:19:37 | JANSEN
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Infraestrutura Parecer_Unidade_Funcional_HC_UFMG 15/03/2018 |ANN KRISTINE Aceito
.pdf 16:19:37 | JANSEN
Projeto Detalhado / | Projeto_de_Pesquisa_Minerais.pdf 15/03/2018 |ANN KRISTINE Aceito
Brochura 16:19:10 |[JANSEN
Investigador
Outros ParecerNUT.pdf 06/03/2018 [ANN KRISTINE Aceito
10:24:01 JANSEN
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 06/03/2018 |ANN KRISTINE Aceito
10:15:03 | JANSEN

Situacao do Parecer:
Pendente

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 04 de Abril de 2022

Assinado por:

Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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ANEXO B - Parecer de aprovacao do projeto de pesquisa "Perfil de
minerais de idosos e relacdo com o envelhecimento saudavel" pelo

Comité de ética em pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE 85566218.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Ann Kristine Jansen
Depto. Nutricdo
Escola de Enfermagem- UFMG

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no dia
04 de abril de 2018, o projeto de pesquisa intitulado "Perfil de
minerais de idosos e relagdo com o envelhecimento saudavel”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

o 77 .
//,/'VL/WVVL 44 )_uvw»’—[

Profa. Dra.é\/ivian Resénde

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonto Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufing br

158



159

ANEXO C — Tabela de valores Z do Instituto de Matematica, Estatistica e Computacio
Cientifica da Universidade Estadual de Campinas

Tabela da Distribuigdo Normal Padrdo
AZez)

2] 00 [001[002][003][004]005][006][007]008]009
0,0] 0.5000] 0,5040] 0,5080] 0,5120| 0,5160| 05199| 0,5239( 0.5279| 05319| 05359
0,5398| 0,5438| 0,5478| 0.5517| 0,5557| 0,5596] 0,5635| 05675 0,5714] 05753
_o,gl 05793| 05832 05871 0,5910] 05948] 0,5987] 0,6026| 0.6064] 0.6103 06141
0,3] 0.6179] 0,6217| 0.6255] 0,6293| 0,6331] 0,6368| 0.6406| 0.6443| 0,6480| 06517
0.4] 06554 0.6591] 0.6628| 0.6664] 0.6700] 0,6736| 0.6772| 0.6808| 0,6844 0.6879
0,5] 0,6915] 0,6950] 0,6985] 0,7019] 0,7054] 0,7088| 07123 0.7157| 0,7190] 0,7224
0,6| 0.7257] 0.7291] 0.7324] 0.7357| 0.7389| 0.7422| 0.7454| 0.7486| 0.75!7| 0.7549
0,7] 0.7580] 0.7611] 0.7642] 0.7673| 0,7704] 0,7734] 0.7764| 0.7794| 0.7823] 0.7852
_o,gl 0,7881]_0,7910] 0.7939] 0.7967| 0,7995| 0,8023| 0,8051| 0.8078| 0,8106] 08133
0.
1

0,8159] 08186 08212| 08238 08264 0,8285) 08315 0,8340| 0,8365| 0,8389
0,8413| 0,8438| 0,8461| 0.8485| 0,8508| 0.8531) 0,8554| 0.8577| 0,8593| 08621
1,1) 0,8643] 08665 08686 0,8708| 08729 0,874%| 0.8770| 08790 0.8810| 0.8830
1,2| 0,8849| 0,8869| 0,8888| 0,8907| 0,8925| 0,8944| 0,8962| 0,8980| 0,8997| 09015
1,3| 0,9032| 0,9049] 0.9066| 0,9082| 0,9089| 0,5115| 09131 09147| 0.9162| 0,9177
1.4 09192 09207 09222 0,9236| 0,9251) 09265| 0.927%| 0.9292| 0,9306| 09319

0.9332] 0.9345| 0,9357| 0.9370| 0.9382] 09394 0.9406| 0.9418] 0,9429| 0.9441
0,9452] 0,9463| 0,9474| 0,9484] 0,9495 0,9505| 0.9515| 0.9525( 09535 0.9545
09554 0,9564| 0.9573| 09582 0,9591] 0,9599| 0.9608| 09616( 0,9625| 0,9633

aO,QMI 0,9649| 0.9656] 05664] 09671 0,9678] 0,9686] 0.9693| 0.9695] 0.5706

0,9713| 0,9719| 0.9726| 09732 0.9738| 0,9744| 0,9750| 0.9756| 0,9761) 0.9767

0.9772| 0.9778| 0,9783| 0.9788| 0,5793| 0,9798| 0.9803| 0.9808( 0.9812) 09817

1

1| 09821] 0,9826| 0,9830| 0.9834| 0,5838| 0,9842| 0.9846| 0,5850( 0,9854) 05857
2,2| 09861 0,9864| 0.9868| 0,9871| 0,9875| 0,9878| 0.9881| 0.9884| 0,5887| 09850
2

0,9893| 0,9896| 0,9898| 0,9901| 0,9904| 0,9906| 0.9909| 09911 09913| 0.9516

0,9918| 0,9920| 0.9922| 09925 0,9927| 0,9929| 0.9931] 0,9932| 0,9534) 0.9936

0,9938| 0,9940| 0,9941| 0,9943| 0,9945| 0,9946| 0,9948| 0,9949| 0,9951| 0,9952

0,9953| 0.9955| 0,9956| 0.9557| 09959| 0,3960| 09961 0.9962| 0,9363| 05564

1
1,
1
2,7| 0,9965| 0,9966| 0,9967| 0,9968| 09969 0,9970| 09971 09972 0,9573| 09974
%' 0,997_4i 0,9975| 0.9976| 09977 0,9977| 0,9978| 0,9979| 0.9979| 0,9980| 0,9981
% 0,99ﬂ_ﬂ 0,9982| 0,9982| 0,9983| 0,9984] 0,9984| 0,9985| 0,9985( 0,9986| 0.9986
8.0) 0,9987| 0,9987| 0.9987| 0.9988| 0.9988| 0,9989| 0.9989| 0.9989| 0,9950| 09990
1| 0,9990] 0,9991 0,9991| 0.9991) 0,9992| 0,9992| 0,9992| 0,9992| 0,9593| 0,593
0,9993| 0,9993| 0,9994| 0,9994] 0,9994) 0,9994| 0,9994| 0,9995( 0,9995| 0,9995
0,9995] 0,9995( 0.9995| 0,9996| 0,9996| 0,9996| 0,9996| 0.9996( 0.9996| 09997
3.4| 0,9997| 0,9997| 0,9997| 09997| 09957 0,9997| 0.9997| 0.9997| 0.9957| 0,5998
_3% 0,9998| 0,9998| 0.9998| 0,9998| 0,9998| 0,9998| 0,9998| 0.9998( 0,9998) 0,9998
3,6| 09998 0,9998| 0,9999| 0.9999| 09999 09999 0.9999| 0.9999| 0.9999| 09959
3,7| 09999] 09999 09999 0,9999| 09999 0,9999] 0.9999| 0.9999| 0,9999] 0,999
0,9999| 0,9999| 0.9999| 0,9999| 09959 0,9999| 0.9999| 0.9995( 0,9999| 05999
9| 1,0000] 1,0000/ 1,0000| 1,0000{ 10000| 1,0000| 1,0000| 1,0000( 1,0000) 10000

2
2
2,

shslels

AZez)

z 00/ 001 O 0,03 0,04 OQ O‘ﬂ 0,07| Oﬂ 0,09
0.0] 0.5000( 04960 20| 0.4880| 04840 04801 04761 04721 04681 04641

-0,1| 04602| 04562| 04522 0,4483| 04443 0.4404| 04364 04325 0.4286| 0,4247
- 0,4207| 0,4168| 0,4129| 0.4090| 0,4052| 0,4013| 0,3974| 0,3936| 0,3897| 0,3859
—( 0,3821| 0,3783| 0,3745| 0,3707| 0,3669| 0,3632| 0,3594| 0,3557| 0,3520| 0,3483
-0.4| 03446 0,3405| 0,3372| 0.3336| 0,3300| 0,3264| 0.3228) 0,3192 0.3156| 03121
-
—C

5| 0,3085( 0,3050| 0,3015| 02981 0.2946| 0,2912| 0.2877| 0.2843| 0,2810| 0,2776
0.6 0.2743| 0.2703] 0.2676| 0.2643] 02611 0,2578| 0.2546| 0,2514| 0,2483( 02451
-0.7| 0.2420| 0.2389| 0.2358| 0.2327| 0.2296| 0.2266| 0.2236 0.2206| 0.2177| 02148
-0.8] 0.2119] 02050] 0,2061 0.2033| 0,2005] 01977| 01949 0.1922| 0,1894 0.1867
0.9 01841 01814] 01788 01762] 01736] 01711 0.1685] 01660 01635 01611
-1.0| 0.1587| 0,1562| 0,1539) 0.|5_15( 0,1492| 0,1469| 0,1446| 01423 0,1401] 0.1379
—1.1] 0.1357| 01335 0.314] 01292 01271 01251 01230 01210] 0,1190 01170
= 01151 01131 0,112 0,1093[ 0,1075| 01056 0.,1038| 0,1020 0,1003| 0,0985
-1,3| 00968 0,0951] 0,0934| 00918| 0,0901| 0,0885| 0,0869 00853 0,0838| 0.0823
-1,4 0,0808| 0,0793| 0,0778| 0.0764| 0.,074%| 0,0735| 0,0721] 0.0708| 0,0694| 0,0681
- 0,0668| 0,0655| 0,0643| 0,0630] 0,0618| 0,0606| 0,0594| 0,0582| 0,0571) 0,055%
~1,6| 0.0548( 0,0537| 0,0526| 0.0516| 0.0505| 0,0495| 0.0485| 0.0475| 0,0465| 0.0455
-1,7| 0,0446| 0,0436| 0,0427| 0,0418] 0,0409| 0,0401| 0,0392| 0,0384| 0,0375| 0,0367
-1,8| 00359 0,0351] 0,0344| 0.0336| 00329 0,0322| 0.0314] 0,0307| 0.0301| 00294
9| 0,0287| 0,0281] 0,0274| 0.0268| 0.,0262| 0,0256| 0,0250| 0.0244| 0,0239| 0,0233
0,0228| 0,0222| 0,0217| 0.0212| 0.0207| 0,0202| 0,0197| 00192 0.0188| 0.0183
—2,1| 00179] 0,0174] 0,0170] 00166 00162| 00158 0,0154] 00150 0,0146| 00143
-2.2| 0,0139| 0,0136| 00132 0.0129| 00125 0,0122| 00119 00116| 0,0113| 0,0110
-2.3| 0,0107| 0,0104] 00102 0.0099| 0.009¢| 0.0094| 0.0091] 0.0089| 0.0087| 0.0084
2,4/ 0,0082| 0,0080] 0,0078| 0.0075| 00073 0,0071| 0,0065] 0.0068| 0.0066] 0.0064
-2,5| 0,0062| 0,0060| 0.0059| 0.0057| 0.0055| 0,00594| 0,0052| 0,005!| 0,0049| 0,0048
2,6/ 0,0047| 0,0045] 0,0044] 0.0043| 00041 00040| 0,0039] 0.0038| 0,0037] 0.0036
-2,7| 00035 0,0034| 0,0033| 0.0032| 0,003 0,0030| 0,0029| 0,0028| 0,0027| 0,0026
-2,8) 0,0026| 0,0025| 0,0024| 0,0023| 0,0023| 0,0022| 0,0021] 0,0021| 0,0020| 0,001%
.8 0,001 0,0018] 0,0018] 0,0017| 0,0016| 0,016/ 0,0015/ 00015/ 0,0014| 0,0014
0,0013| 0,0013| 0,0013| 0,0012| 0,0012] 00011 00011 00011 00010/ 0,0010
.1 0,0010( 0,000%| 0,0009| 0.0009| 0.,0008| 0,0008| 0,0008| 0.0008| 0,0007| 0,0007
2| 0,0007| 0,0007| 0,0006| 0.0006| 0.0006| 0,0006| 0,0006| 00005 0,0005| 0,0005
i 0,0005| 0.0005| 0.0004| 0.0004| 0.0004| 0,0004| 0.0004| 0.0004| 0.0003

©0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0003| 0,0002
0.,0002| 0,0002| 0.0002| 0,0002| 0.0002| 00002 00002 0,0002| 0.0002
0,0002| 00001 0.0001 00001 0.0001 00001 00001 0.0001 00001
0.0001| 00001 0.0001] 0.0001] 0.0001| 0.0001| 0.0001
0001 00001 0.0001 00001 0,0001] 0.0001
0,0000| 0,0000| 0,0000{ 0.0000| 0,0000| 00000




ANEXO D - Instrucdes aos autores — Revista Biological Trace Element Research

Disponivel em: https://link.springer.com/journal/1201 1/submission-guidelines

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it
is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-
authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the
work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for

compensation.
Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format
and to include evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material

received without such evidence will be assumed to originate from the authors.
Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit manuscript” and upload all of your manuscript files following

the instructions given on the screen.
Source Files

Please ensure you provide all relevant editable source files at every submission and revision.
Failing to submit a complete set of editable source files will result in your article not being considered for
review. For your manuscript text please always submit in common word processing formats such as .docx

or LaTeX.
Submitting Declarations

Please  note that Author Contribution information and Competing Interest
information must be provided at submission via the submission interface. Only the information

submitted via the interface will be used in the final published version. Please make sure that if you are an
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editorial board member and also a listed author that you also declare this information in the Competing

Interest section of the interface.

Please see the relevant sections in the submission guidelines for further information on these

statements as well as possible other mandatory statements.

Title Page

Please make sure your title page contains the following information.

Title

The title should be concise and informative.

Author information

The name(s) of the author(s)

The affiliation(s) of the author(s), i.e. institution, (department), city, (state), country

A clear indication and an active e-mail address of the corresponding author

If available, the 16-digit ORCID of the author(s)

If address information is provided with the affiliation(s) it will also be published.

For authors that are (temporarily) unaffiliated we will only capture their city and country of

residence, not their e-mail address unless specifically requested.

Large Language Models (LLMs), such as ChatGPT, do not currently satisfy our authorship
criteria. Notably an attribution of authorship carries with it accountability for the work, which cannot be
effectively applied to LLMs. Use of an LLM should be properly documented in the Methods section (and

if a Methods section is not available, in a suitable alternative part) of the manuscript.

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined

abbreviations or unspecified references.

For life science journals only (when applicable)
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Trial registration number and date of registration for prospectively registered trials

Trial registration number and date of registration, followed by “retrospectively registered”, for

retrospectively registered trials

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes



Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never

include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the

authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title

page. The names of funding organizations should be written in full.

Scientific style

Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).

Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to those used

by IUPAC.

Genus and species names should be in italics.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name

should be given at first mention.

Please use the standard mathematical notation for formulae, symbols, etc.: Italic for single letters
that denote mathematical constants, variables, and unknown quantities; Roman/upright for numerals,
operators, and punctuation, and commonly defined functions or abbreviations, e.g., cos, det, e or exp, lim,

log, max, min, sin, tan, d (for derivative); Bold for vectors, tensors, and matrices.

References

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
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2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be

mentioned in the text.

The entries in the list should be numbered consecutively.

If available, please always include DOIs as full DOI links in your reference list (e.g.

“https://doi.org/abc”).

Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of
high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol
105:731-738. https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists

will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325—
329

Article by DOI

Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J] Mol
Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics,
3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257
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Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word

Abbreviations, see ISSN.org LTWA

Statements & Declarations

The following statements must be included in your submitted manuscript under the heading
'Statements and Declarations'. This should be placed after the References section. Please note that

submissions that do not include required statements will be returned as incomplete.

Funding

Please describe any sources of funding that have supported the work. The statement should include

details of any grants received (please give the name of the funding agency and grant number).

Example statements:

“This work was supported by [...] (Grant numbers [...] and [...]). Author A.B. has

received research support from Company A.”

“The authors declare that no funds, grants, or other support were received during the

preparation of this manuscript.”

Competing Interests

Authors are required to disclose financial or non-financial interests that are directly or indirectly
related to the work submitted for publication. Interests within the last 3 years of beginning the work
(conducting the research and preparing the work for submission) should be reported. Interests outside the
3-year time frame must be disclosed if they could reasonably be perceived as influencing the submitted

work.

Example statements:


http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/

“Financial interests: Author A and B declare they have no financial interests. Author
C has received speaker and consultant honoraria from Company M. Dr. C has received speaker
honorarium and research funding from Company M and Company N. Author D has received
travel support from Company O. Non-financial interests: Author D has served on advisory

boards for Company M and Company N.”

“The authors have no relevant financial or non-financial interests to disclose.”

Please refer to the “Competing Interests” section below for more information on how to complete

these sections.

Author Contributions

Authors are encouraged to include a statement that specifies the contribution of every author to

the research and preparation of the manuscript.

Example statement:

“All authors contributed to the study conception and design. Material preparation,
data collection and analysis were performed by [full name], [full name] and [full name]. The
first draft of the manuscript was written by [full name] and all authors commented on

previous versions of the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”

29

Please refer to the “Authorship Principles ” section below for more information on how to

complete this section.

Data Availability

All original research must include a Data Availability Statement. Data Availability Statements
should provide information on where data supporting the results reported in the article can be found.
Statements should include, where applicable, hyperlinks to publicly archived datasets analysed or generated
during the study. When it is not possible to share research data publicly, for instance when individual
privacy could be compromised, data availability should still be stated in the manuscript along with any

conditions for access.

Example statements:

“The datasets generated during and/or analysed during the current study are

available in the [NAME] repository, [PERSISTENT LINK TO DATASETS]”
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“The datasets generated during and/or analysed during the current study are not
publicly available due to [REASON(S) WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from

the corresponding author on reasonable request.].”

Please refer to the “Research Data Policy and Data Availability” section below for more

information on how to complete this section.

In addition to the above, manuscripts that report the results of studies involving humans and/or

animals should include the following declarations:

Ethics approval

Authors of research involving human or animal subjects should include a statement that confirms
that the study was approved (or granted exemption) by the appropriate institutional and/or national research
ethics committee (including the name of the ethics committee and reference number, if available). For
research involving animals, their data or biological material, authors should supply detailed information on
the ethical treatment of their animals in their submission. If a study was granted exemption or did not require

ethics approval, this should also be detailed in the manuscript.

“This study was performed in line with the principles of the Declaration of Helsinki.

Approval was granted by the Ethics Committee of University B (Date.../No....).”

“This is an observational study. The XYZ Research Ethics Committee has confirmed

that no ethical approval is required.”

For detailed information on relevant ethical standards and criteria, please refer to the sections on
“Research involving human participants, their data or biological material”, “Research involving animals,

their data or biological material”.

Consent to participate

For all research involving human subjects, freely-given, informed consent to participate in the
study must be obtained from participants (or their parent or legal guardian in the case of children under 16)

and a statement to this effect should appear in the manuscript.

Example statement:

“Informed consent was obtained from all individual participants included in the

study.”
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“Written informed consent was obtained from the parents.”

Please refer to the section on “Informed Consent” for additional help with completing this

information.

Consent to publish

Individuals may consent to participate in a study, but object to having their data published in a
journal article. If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including any
individual details, images or videos), consent for publication must be obtained from that person, or in the
case of children, their parent or legal guardian. This is in particular applicable to case studies. A statement

confirming that consent to publish has been received from all participants should appear in the manuscript.

Example statement:

“The authors affirm that human research participants provided informed consent for

publication of the images in Figure(s) 1a, 1b and 1c.”

Please refer to the section on “Informed Consent” for additional help with completing this

information.

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference

at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for

significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).
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If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures,"Al, A2, A3, etc." Figures in online

appendices [Supplementary Information (SI)] should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include

the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold

type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end

of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as

coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference

citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted within the body of the text. Only if the file size of the manuscript

causes problems in uploading it, the large figures should be submitted separately from the text.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas), or 174 mm

(for single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than 195 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission

from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do
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not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have

occurred to receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.
Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please

make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a

text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users

would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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ANEXO E - Instrucoes aos autores — Revista Nutrition

Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/journal/nutrition/publish/guide-for-

authors

Original Investigation (3000-5000 words including tables, figures and references)
Original investigations are considered full-length applied (human) or basic (bench work) research reports.
They cover topics relevant to clinical and basic studies relevant to man in the following areas nutritionally
related biochemistry, genetics, immunology, metabolism, molecular and cell biology, neurobiology,
physiology, and pharmacology. Studies in adult and pediatric populations are welcome. The work presented
in the manuscript must be original; studies confirming previous observations will be considered. Other
considerations of a paper's publishability are its importance to the science, the soundness of the
experimental design, the validity of methods, the appropriateness of the conclusions and the quality of

presentation.

Submission checklist

Ensure that the following information and files have been included. One author has been designated as the

corresponding author with contact details: E-mail address Full postal address

Manuscript:
Word doc or similar required. PDF is not suitable for review and production.
Include keywords.
Has been spell-checked and grammar checked.
Has been edited by professional, preferably native-English-speaking editor.

Please do not add line numbering as this will be added automatically.

Tables:
Include titles, description, footnotes.

Create tables in the document rather than inserting image files, so that changes can be made.

Figures:
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High quality and good resolution.

Provide separate image files as well as in-manuscript.
Include relevant captions.
Indicate clearly if color should be used for any figures in print.

Ensure all figure and table citations in the text match the files provided.

If applicable include as separate files:
Graphical abstracts
Highlights (3-5, document file)
Supplemental files
References:
All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa.

Make sure reference style is consistent throughout.

Further considerations:

Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet).

Relevant declarations of interest have been made.

Journal policies detailed in this guide have been reviewed.

Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements.
We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when your
paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format' for acceptance

and provide the items required for the publication of  your article.
To find out more, please visit the Preparation section below.

Ethics in publishing

CONDITIONS OF PUBLICATION — ETHICAL AND LEGAL CONSIDERATIONS

All material submitted to Nutrition, for any section of the journal, is considered for publication on the
understanding that authors (including all coauthors) agree to Nutrition's publication policies as stated in

this section of the Guidelines to Authors.



In the event of non-compliance with these conditions of publication, including issues that surface
after a contribution is published, Nutrition's rights include: sending a notice of failure to comply to authors'
employers and funding agencies; and/or informing readers via a published correction/retraction; the latter
is linked to the original contribution via electronic indexing and becomes part of the formal published

record.

Research/publication misconduct is a serious breach of ethics. Such misconduct includes:

i) Redundant or  duplicate publication by same author(s),
ii) Publication in another source by the same author(s) without acknowledgement or permission from the
publisher, or
iii) Plagiarism or self-plagiarism (publication of material without acknowledging original author source).

iv) Fabrication of data, not substantiable via review of research records.

Should such publications occur, editorial action would be taken. In certain cases, secondary
publication is justifiable and even beneficial; however, such circumstances should be prospectively

discussed with and agreed upon by the Editor-In-Chief.

Nutrition will not accept a submission of work previously reported in large part in a published
article (duplicate) or that is contained in another paper submitted or accepted for publication in Nutrition or

elsewhere.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which should be
documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained where an author
wishes to include case details or other personal information or images of patients and any other individuals
in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author but copies should not be
provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in exceptional circumstances (for
example if a legal issue arises) the author must provide copies of the consents or evidence that such consents
have been obtained. For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or
Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from the
patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any part of the
article and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be removed before

submission.

Declaration of competing interest
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Corresponding authors, on behalf of all the authors of a submission, must disclose any financial and

personal relationships with other people or organizations that could inappropriately influence (bias) their
work. Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. All authors,
including those without competing interests to declare, should provide the relevant information to the
corresponding author (which, where relevant, may specify they have nothing to declare). Corresponding
authors should then use this tool to create a shared statement and upload to the submission system at the

Attach Files step.

Declaration of generative Al in scientific writing

The below guidance only refers to the writing process, and not to the use of Al tools to analyse and draw

insights from data as part of the research process.

Where authors use generative artificial intelligence (AI) and Al-assisted technologies in the
writing process, authors should only use these technologies to improve readability and language. Applying
the technology should be done with human oversight and control, and authors should carefully review and
edit the result, as Al can generate authoritative-sounding output that can be incorrect, incomplete or biased.
Al and Al-assisted technologies should not be listed as an author or co-author, or be cited as an author.

Authorship implies responsibilities and tasks that can only be attributed to and performed by humans.

Authors should disclose in their manuscript the use of Al and Al-assisted technologies in the
writing process by following the instructions below. A statement will appear in the published work. Please

note that authors are ultimately responsible and accountable for the contents of the work.

Disclosure instructions
Authors must disclose the use of generative Al and Al-assisted technologies in the writing process by
adding a statement at the end of their manuscript in the core manuscript file, before the References list. The
statement should be placed in a new section entitled ‘Declaration of Generative Al and Al-assisted

technologies in the writing process’.

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences, and
promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or commitments of
any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to another on the grounds of
age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition; and use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to

dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
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("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible to avoid using "he, she," or "he/she." We

recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such as age, gender, race,

ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless they are relevant and valid. When

coding terminology is used, we recommend to avoid offensive or exclusionary terms such as "master",

"slave", "blacklist" and "whitelist". We suggest using alternatives that are more appropriate and (self-)
"o

explanatory such as "primary", "secondary”, "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a

point of reference to help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Reporting sex- and gender-based analyses

Reporting guidance
For research involving or pertaining to humans, animals or eukaryotic cells, investigators should integrate
sex and gender-based analyses (SGBA) into their research design according to funder/sponsor requirements
and best practices within a field. Authors should address the sex and/or gender dimensions of their research
in their article. In cases where they cannot, they should discuss this as a limitation to their research's
generalizability. Importantly, authors should explicitly state what definitions of sex and/or gender they are
applying to enhance the precision, rigor and reproducibility of their research and to avoid ambiguity or
conflation of terms and the constructs to which they refer (see Definitions section below). Authors can refer
to the Sex and Gender Equity in Research (SAGER) guidelines and the SAGER guidelines
checklist. These offer systematic approaches to the use and editorial review of sex and gender information
in study design, data analysis, outcome reporting and research interpretation - however, please note there

is no single, universally agreed-upon set of guidelines for defining sex and gender.

Definitions
Sex generally refers to a set of biological attributes that are associated with physical and physiological
features (e.g., chromosomal genotype, hormonal levels, internal and external anatomy). A binary sex
categorization (male/female) is usually designated at birth (""sex assigned at birth""), most often based
solely on the visible external anatomy of a newborn. Gender generally refers to socially constructed roles,
behaviors, and identities of women, men and gender-diverse people that occur in a historical and cultural
context and may vary across societies and over time. Gender influences how people view themselves and
each other, how they behave and interact and how power is distributed in society. Sex and gender are often
incorrectly portrayed as binary (female/male or woman/man) and unchanging whereas these constructs
actually exist along a spectrum and include additional sex categorizations and gender identities such as

people who are intersex/have differences of sex development (DSD) or identify as non-binary. Moreover,

nn m"nn

the terms ""sex"" and ""gender"" can be ambiguous—thus it is important for authors to define the manner

in which they are used.

Author contributions

For transparency, we require corresponding authors to provide co-author contributions to the manuscript
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using the relevant CRediT roles. The roles are: Conceptualization; Data curation; Formal analysis; Funding
acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources; Software; Supervision;
Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; and Writing - review & editing. Note that not all

roles may apply to every manuscript, and authors may have contributed through multiple roles.

Authorship

Corresponding Author: One author is designated the corresponding author (not necessarily the senior
author) who will be approached to clarify any issues, such as those pertaining to materials and methods, or
technical comments. If Nutrition receives feedback from its readers concerning the published paper,the
corresponding author will be contacted. It is this author's responsibility to inform all coauthors of such

matters to ensure they are dealt with promptly.

The corresponding author must affirm in the cover letter at the time of submission that:

1. None of the material in the manuscript is included in another manuscript, has been published
previously, or is currently under consideration for publication elsewhere. This includes symposia
proceedings, transactions, books, articles published by invitation, and preliminary publications of any kind
except an abstract of less than 250 words. If there is any question concerning potential overlap, the related

material must be included for evaluation.

2. Ethical guidelines were followed by the investigator in performing studies on humans or animals
and should be described in the paper. The approval of the institutional review board of either animal or

human ethics committee must be cited in the Methods.

3. Each author must have participated sufficiently in the work to take public responsibility for the
content of the paper and must approve of the final version of the manuscript. Authorship should be based
on substantive contributions to each of the following: conception and design of the study; generation,
collection, assembly, analysis and/or interpretation of data; and drafting or revision of the manuscript;
approval of the final version of the manuscript. Authors are required to include a statement in the

Acknowledgements to specify the actual contribution of each coauthor under the above headings.

4. If requested, the authors will provide the data or will cooperate fully in obtaining and providing

the data on which the manuscript is based for examination by the editors or their assignees

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement'. An e-

mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
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Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or
distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and
translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written

permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a

'License Agreement'.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the
collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the

article for publication. If the funding source(s) had no such involvement, it is recommended to state this.

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and
uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which is used in
the peer-review process.
As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to
be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-out that
can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for
refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial

submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

Formatting author group
Omission of titles after author names is required, since they can create confusion and misunderstandings,

and delay publication time.

References
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter
title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination

must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
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to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof

stage for the author to correct.

Formatting requirements
There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed
to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results,
Conclusions, Artwork and Tables with Captions.
If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your
initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the
manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should be placed

directly below the figure or table.

The peer review process

Double anonymized review

This journal operates a double anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two
independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the
final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not
involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written by family
members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such
submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of

the relevant editor and their research groups.

Anonymized review means the identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice
versa. To facilitate this, please include the following separately:
Title page (with author details): This should include the title, authors' names, affiliations,
acknowledgements and any Declaration of Interest statement, and a complete address for the corresponding
author including an e-mail address.
Anonymized manuscript (no author details): The main body of the paper (including the references, figures,
tables and any acknowledgements) should not include any identifying information, such as the authors'

names or affiliations.
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An outline of what to expect, for this journal, from receipt of submission to first

decision

The Managing Editor determines, generally within a week, whether the language and presentation
are sufficiently clear for the review process, and whether there are any ethical or basic quality issues. If
there are any concerns, the manuscript may be returned to the author for a chance to improve the manuscript.
If the manuscript is then deemed clear and ethical, it goes to the Editor in Chief or Deputy Editor in Chief.
Authors sometimes ask why the English must be improved at this stage, as it takes time and can be costly.
The reason is that it helps us to engage the services of expert reviewers within a reasonable time frame, as
they receive many requests, and helps all who check the manuscript to be sure of the authors' meaning from
the start. Elsevier has an English-editing service, but authors are free to use any editor they like, as long as

the result is a manuscript in which the science and methods are explained clearly.

The Editor in Chief determines, also generally within a week, whether the science and methods
are sufficiently sound for peer review, and the topic important enough for consideration of publication in

this particular journal. If the manuscript passes this stage, it goes on to the Associate Editor.

The Associate Editor manages the review process. Only a few reviewers can be invited at a time,
and they are each allowed a maximum of five workdays to respond. If they agree to our request, they are
given 14 days to review the manuscript. If they are late, they are sent reminders. If they do not respond to
reminders, they are uninvited and a new reviewer is invited in their place. When the Associate Editor
determines that a sufficient amount of input has been provided by the reviewers, a decision is made. The
decision may require further confirmation from the Editor in Chief. If, after 90 days from the date of
submission, outside reviewer input is still deemed insufficient, the Associate Editor is required to make, in

consultation with other editors or board members if needed, their own decision.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software
Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable
file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscript. See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions

of your word processor.

Article structure
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Subdivision - unnumbered sections
Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible when cross-

referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey

or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods that
are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a
previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing

methods should also be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical

development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and

Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone

or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq.
(B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

This should include 1) title of paper (use no abbreviations, limit: 120 characters with spaces), 2)

running head of fewer than 55 characters with spaces, 3) full names of all authors with highest academic
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degree(s); 4) affiliations of all authors; 4) role of each author in the work (see Authorship); 5) a word count
for the entire manuscript (including figures and tables), and the number of figures and tables, 4) the
complete mailing address (including telephone, fax, and e-mail address of the corresponding author for e-

mailing of proofs and reprint requests).

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via search
engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of your research as
well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look at the example
Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,

per bullet point).

Abstracts should be no more than 250 words. The structured abstract for an original investigation should

be organized as follows:

Objective: The abstract should begin with a clear statement of the precise objective or question

addressed in the paper. If a hypothesis was tested, it should be stated.

Research Methods & Procedures: The basic design of the study and its duration should be

described. The methods used should be stated, the statistical data/methods provided and referenced.

Results: The main results of the study should be given in narrative form. Measurements or other
information that may require explanation should be defined. Levels of statistical significance should be

indicated, including other factors crucial to the outcome of the study.

Conclusion(s): State only conclusions that are directly supported by the evidence and the

implications of the findings.

Keywords
5—7 key words or phrases should be provided which should be selected from the body of the text and not

duplicate title words.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the
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article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there,

as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgments

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading

the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States

Institutes of Peace [grant number aaaal].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research

institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following

sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial,

or not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other

units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate

the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself)
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and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all

symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text
in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and
ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please

avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are
not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation

of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources
cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, Crossref and
PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references,

please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M.,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please

note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be
given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if

desired, or can be included in the reference list.
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Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in
your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and
global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it

as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references
Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the formal publication
should be used as the reference. If there are preprints that are central to your work or that cover crucial
developments in the topic, but are not yet formally published, these may be referenced. Preprints should be
clearly marked as such, for example by including the word preprint, or the name of the preprint server, as

part of the reference. The preprint DOI should also be provided.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter
title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged

according to the following examples:

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be
referred to, but the reference number(s) must always be given.
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in
the text.
Examples:
Reference to a journal publication:
[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:
[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon.
2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205
Reference to a book:
[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:
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[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ,
editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March
2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt disease
and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.
Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6 should

be listed followed by 'et al.'
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