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EDITORIAL

O Projeto Fome Zero, proposto por uma organizacio nao governamental, € tema,
no momento atual, de grandes discussdes em toda a sociedade. Ele tem como metas
principais garantir a seguranca alimentar e nutricional da populacao brasileira, comba-
tendo a fome e as causas estruturais que geram a exclusio e a desigualdade social.

O Programa Fome Zero tem trés grandes enfoques: a ampliacao da demanda efe-
tiva de alimentos, o barateamento de seu preco e, por dltimo, a implantacao de progra-
mas assistenciais emergenciais para atender 2 populacio marginalizada.

Nao estdo ainda definidos os mecanismos operacionais destinados tanto a atender
as propostas de intervencao, como a priorizar as acoes mais urgentes e, principalmente,
aqueles necessarios a manter a sociedade civil envolvida nessa cruzada de disponibilizar
alimentacao saudavel para todos.

Congregando profissionais e pesquisadores brasileiros da area de Alimentacdo e
Nutricao, a SBAN muito tem a contribuir para o sucesso do Programa Fome Zero. Sio
inimeras as pesquisas desenvolvidas no pais visando o diagndstico, a identificacio dos
fatores determinantes e a avaliacao de intervencdes para o controle e/ou a correcio
de problemas nutricionais. Nao falta, entre nés, conhecimento sobre o papel impar da
educacio alimentar na mudanca de priticas alimentares inadequadas, bem como na for-
macao de praticas alimentares saudaveis.

Assim, cumprindo nosso papel, conclamamos a todos a participarem do Projeto
Fome Zero, oferecendo ao Programa a sua experiéncia profissional.

Sophia Szarfarc
Conselho Editorial

Célia Colli
Editora Cientifica
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Caracterizacion quimica y sensorial

de tres tés digestivos

Chemical and sensorial characterization
of three digestive teas

ABSTRACT EMMA WITTIG DE PENNA'*
MARIANELA

NORAMBUENALL.?,

WITTIG DE PENNA, E., NORAMBUENA L.M.; NEGRETE C.R.; ROSA NEGREEE::NR
FUENZALIDA M.,R. Chemical and sensorial characterization of three diges- FUENZALIDA M. *
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The infusions and extracts of three digestive teas - chamomile _ Farmacéuticas,

(Matricaria chamomilla), mint (Mentha piperita) and boldo (Peumus boldus Universidad de Chile

L o o o N . ZIngeniero en Alimentos,
Molina) - were characterized by quantitative descriptive sensory analysis, Universidad de Chile
and by thin layer cromatography. The active principles were related to sen- __*Departamento de
sorial . lain their electi d dif o nth Quimica Farmacoldgica y
sorial perceptions to explain their election and differentiation. In the sen- Toxicologica, Facultad de
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structured scales. The answers about the 3 products were analyzed by an * Pontificia Universidad
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ANOVA with 3 sources of variation: samples, judges and repetitions, fol- de Investigaciones y
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Se estudiaron tres tés digestivos: de man-
zanilla (Matricaria chamomilla), de menta
(Mentha piperita) y de boldo (Peumus boldus
Molina) por andlisis sensorial descriptivo cuan-
titativo y por cromatografia en capa fina de la
infusion y el extracto. Los principios activos se
relacionaron con las percepciones sensoriales
para explicar su eleccion y diferenciacion. Para
la caracterizacion sensorial de cada uno de los
productos por un panel entrenado se desarrollo
una lista de descriptores que posteriormente se
cuantificaron en escala semiestructurada de
intensidad, de 10 cm. Para probar la diferen-
ciacion de las infusiones se realiz6 un andlisis
de varianza (ANOVA) de 3 variables: muestra,
Jueces y repeticiones y el teste de Duncan
sobre el conjunto de descriptores de los 3 pro-
ductos (Statgrapbics 5.0). El panel caracterizo
en forma muy diferenciada (p <= 0,05) los 3
productos. Los andlisis cromatogrdficos identi-
Sficaron los principales constituyentes activos y
metabolitos secundarios, en las infusiones y los
extractos: boldina para el boldo, mentol para
la menta, chamazuleno y bisabolol para la
manzanilla, los cuales se relacionaron con los
descriptores generados por el panel.

Palabras-clave: té digestivo,
términos descriptivos,
atributos de calidad,

principios activos

Foi feita a caracterizacdo de tres chds
digestivos: camomila (Matricaria chamomilla),
borteld (Mentha piperita) e boldo (Peumus
boldus Molina) pela andilise sensorial descritiva
e pela cromatografia em camada delgada de
infusos e extratos. Os principios ativos se rela-
cionaram com das percepgoes Sensoriais para
explicar sua escolba e diferenciacdo. Na carac-
terizagdo sensorial de cada um dos produtos,
por um painel treinado, desenvolveu-se uma
lista de descritores que foram posteriormente
quantificados em escalas semi-estruturadas de
intensidade , de 10 cm. Para verificar a dife-
renciacdo dos infusos foi feita uma andlise
de varianca (ANOVA) considerando tres varid-
veis:: amostras, juizes e repeticoes e o teste de
Duncan a fim de verificar se o consumidor
pode diferenciar os infusos pelos seus atributos
(Statgraphics 5.0). O painel caracterizou os
tres produtos de maneira muito diferenciada
(v = 0,05) Pelas andlises cromatogrdficas foram
identificados os principais constituintes ativos
dos infusos e extratos e seus metabolitos sectun-
darios : boldina para o boldo, mentol para a
borteld, e camazuleno e bisabolol para a camo-
mila, os quais se relacionaram com os descrito-
res gerados pelo painel.

Palavras-chave: chas
digestivos, atributos

de qualidade; principios
ativos



WITTIG PENNA, E.; NORAMBUENA L.,M.; NEGRETE C.,R.; FUENZALIDA M.,R. Caracterizacion quimica sensorial de tres tés digestivos.
Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.7-19, dez., 2002.

INTRODUCCION

Una tradiciéon popular chilena es beber tés digestivos luego de las comidas prin-
cipales, almuerzo y cena (“aglitas”, “agtiitas de hierbas”, “montecitos”, “tecitos de hier-
bas”). Este hecho junto con la creciente revalorizacion de los productos naturales hace
que el uso de plantas medicinales destinadas a complementar la alimentacion sea cada
vez mas importante (KATZER, 1998).

Con el fin de aportar antecedentes que expliquen este habito, y comprobar si real-
mente estas bebidas proporcionan algin bienestar derivado de la presencia de metaboli-
tos secundarios, se eligieron las tres especies de plantas medicinales mas utilizadas como
tés digestivos: manzanilla (Matricaria chamomilla), menta negra (Menthae piperitae) y
boldo (Peumus boldus) (PAMPLONA, 1996; NORAMBUENA, 1999; INIA, 2001) .

La hipdtesis de trabajo fue: si el consumidor, decide ingerir alguna “agtita” des-
pués de almorzar o cenar, es porque realmente le proporciona algin bienestar. Este

efecto, deberia ser la consecuencia de la existencia de metabolitos secundarios en estos
infusos vegetales.

H,: el consumidor no diferencia los atributos de los tres tés digestivos; es decir,

le da lo mismo ingerir cualquiera de ellos.

H: el consumidor diferencia los atributos de los tres tés digestivos.

MATERIALES Y METODOS
MATERIALES DE LA CARACTERIZACION QUIMICA:

Placa de cromatografia en capa fina (c.c.f.): gel de silice 60, area de superficie
especifica: 500 cm?/g, volumen de poro 0.75 cm?, didmetro de poro:60 A°.

Extractos e infusos: manzanilla y menta: extracto en diclorometano al 15 %.
Infuso en diclorometano al 10 %. Boldo: extracto al 22,5 %. en diclorometano. Infuso al
10 % en diclorometano.

Sistemas de desarrollo: mezcla benceno:cloroformo (75:25) para manzanilla;
diclorometano para menta; mezcla butanol: dcido acético: agua (4:1:5) para boldo.

Patrones utilizados: mentol y boldina (Merck)
Reactivos reveladores de los constituyentes activos

Anisaldehido - 4c. sulftirico: en el espectro visible, los componentes de la esen-
cia aparecen coloreados azul fuerte, verde, rojo y café. Algunos compuestos también
tienen fluorescencia al UV-365nm (D).

Reactivo de Dragendorff: a la luz visible aparecen zonas cafés o anaranjadas
inmediatamente después de pulverizar con el reactivo. Los colores no son estables
(WAGNER et al., 1984).
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IVIATERIALES DE LA CARACTERIZACION SENSORIAL

Productos: manzanilla y menta infusion 0.625 %. Boldo: infusion 0.75 %

ESTANDARES PARA EL ENTRENAMIENTO
Color: infusiones de los mismos vegetales en distinta concentracion
Transparencia: infusos con 0,0625% de almidén de maiz (maicena DROPA)
Aroma frutal: solucién 1,7% de aroma Blackberry (H&R)
Aroma floral: mezcla de flores aromaticas secas

Aroma a yerbas digestivas: mezcla en pesos iguales de yerbas secas de manzanilla,
boldo, menta, rosa mosqueta y cedrén

Aroma/Sabor alcohdlico: vino Cabernet Sauvignon tinto diluido al 10 y 25%
Aroma/sabor a menta: cristales de mentol (Merck)
Gusto dulce: soluciéon de sacarosa al 3%

Gusto amargo: solucion de cafeina al 0,06 %

METtopos
Entrenamiento del panel sensorial

Los panelistas se seleccionaron de acuerdo a sus habilidades para discriminar
diferencias tanto en las propiedades sensoriales de tés digestivos de distinta calidad y
procedencia como para evaluar productos en que se realizaron modificaciones simu-
lando posibles cambios de los mismos. El panel recibié un entrenamiento bastante com-
pleto, empleando normas internacionales (3). Se realizaron 3 sesiones con los estindares
de cada descriptor representando los extremos de la escala. El panel evalu6 en panel
abierto para facilitar la discusion y obtener el consenso al definir y seleccionar los des-
criptores definitivos para cada producto.

Anilisis desctiptivo cuantitativo: los jueces identificaron y cuantificaron los
diferentes descriptores de los extractos e infusos, usando escalas lineales no estructu-
radas de 10 cm ancladas en los extremos. Se realizaron seis sesiones para generar
la terminologia para la descripcion de cada uno de los productos comerciales. En
una sesion adicional se establecié por consenso los descriptores mas representativos
(CIVILLE et al., 1991). A continuaciéon se cuantificaron los descriptores seleccionados
utilizando una escala lineal de 10 cm (intensidad desde ausente a muy intenso) para
cuantificar las respuestas de los panelistas de acuerdo a su percepcion (ISO 4121,
1987). La evaluacion de cada producto se realizo en triplicado, en 3 diferentes sesiones
para cada producto. Se trabajé en cabinas aisladas de estimulos externos, iluminadas
con luz similar a la luz dia, a temperatura ambiente de 20-22°C y 55-60% de humedad
relativa, como medio de neutralizacion se usé agua potable desmineralizada.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados por ANOVA y Test de Duncan ( Statgraphics 5.0)

RESULTADOS Y DISCUSION

Manzanilla: mediante la cromatografia en capa fina se identificaron los compo-
nentes activos: chamazuleno y bisabolol, ademas de otros componentes secundarios
que se detallan en la Tabla 1. Se observa la presencia de cantidades significativas de
chamazuleno, el cual no se encuentra inicialmente en la planta, ya que es derivado de
un proazuleno incoloro hidrosoluble, la matricina, que a temperaturas >100 ° C forma el
acido chamazulénico que por descarboxilacion se transforma en chamazuleno. Por esta
razon, la cromatografia del extracto difiere de la del infuso, puesto que la matricina se
ha transformado en chamazuleno.

TABLA 1 Identificaciéon de compuestos de la manzanilla

Compuesto Color Extracto Infuso Rf
Farneseno Azul-violeta . . 0.91
Chamazuleno Rojo-violeta o o 0.88
Cis/trans en- in- dicicloéter Café . . 0.59
Bisabolol Azul-violeta o . 0.31
Herniarina (fluorescencia) Azul . .

Bisabololoxido Ay B Amarillo . . 0.17
Matricina Azul . 0.09

e Indica la presencia del compuesto. (WAGNER, 1984)

TABLA 2 Descriptores para infuso de manzanilla

PARAMETRO DESCRIPTOR
Color Amarillo
Apariencia Transparente
Floral
Aroma Dulz6n
Yerba seca
Amargo
Gusto Dulce
Floral
Gusto residual Amargo

11
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El perfil descriptivo cuantitativo para el infuso de manzanilla se detalla en la
Tabla 2 y en el grifico polar (Figura 1). Se observa que las mayores intensidades percibi-

das fueron para los descriptores: “transparencia”, “aroma floral”, “aroma dulzén” y “sabor
floral”, debido a que el té esta constituido por los capitulos florales del vegetal.

Intensidad de color

Percepcion residual amarga 77 Transparencia

Gusto floral Aroma floral

Gusto amargo Aroma dulzén

Gusto dulce Aroma yerba seca

Figura 1 Representacion grifica del perfil descriptivo cuantitativo para el infuso de
manzanilla

Menta negra: la cromatografia realizada tanto con el extracto de menta negra
como con el infuso revelaron la presencia de mentol y metabolitos secundarios (Tabla
3). El cromatograma del infuso, sélo revela la presencia de mentol ya que los demas
constituyentes s6lo se encontraron en el extracto. Esto puede deberse a una baja
concentracion en el infuso, debido a que la temperatura del agua (98°C) favoreceria la
volatilizaciéon de los componentes de la esencia contenida en los pelos glandulares del
material vegetal y que el consumidor percibe como aroma. En la Tabla 4 se observa el
perfil descriptivo de este infuso. En el Figura 4 se observa que las mayores intensidades
percibidas fueron para los descriptores “aroma refrescante”, “frescura” (sabor refrescante)
y “residual fresco”, respectivamente, que se deben a la presencia de mentol.

Boldo: los cromatogramas tanto del extracto como del infuso (Figura 3), revelaron
la presencia de seis alcaloides (Tabla 5), identificandose solo la boldina, que es el
alcaloide de reconocida mayor actividad fisiol6gica. No hay diferencias entre el extracto
y el infuso, lo que indicaria que en este Gltimo estarfan presentes todos los alcaloides de
la hoja de boldo.
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TABLA 3 Identificacién de compuestos de la menta

Terpenos Color Extracto Infuso Rf

Mentofurano Anaranjado o . 0.86
Mentilacetato Azul o 0.70
Mentona Amarillo verdoso . 0.52
Cineol Azul-violaceo . 0.44
Mentol Azul o o 0.32

e Indica que el compuesto estd presente. (STAHL et al., 1981)

Intensidad de color

10 T

. - 3 8 T
Percepcion residual fresca Transparencia

sl
al
2l

Frescura ‘! ; : ; t ) } t t i Aroma du].Zén

Gusto dulce Aroma Refrescante

Aroma yerba seca

Figura 2 Representacion grafica del perfil descriptivo cuantitativo para el infuso de
menta.

El perfil descriptivo desarrollado para el infuso de boldo se encuentra en la Tabla
6. En el Figura 3, se observan las mayores intensidades percibidas: “transparencia”,
“aroma a yerba seca”, “aroma aspero”, “gusto astringente” (debido a la presencia de
taninos) y “residual seco” (sequedad) debido a la presencia de los alcaloides.

Analisis estadistico: el analisis estadistico de los resultados se realizé sobre el
conjunto de los tres productos con el fin de verificar la validez de la hipdtesis que el

consumidor no diferencia los diferentes tés y los consume indiferentemente. En la Tabla
7, se observa que los valores F de las muestras son altamente significativos, lo que per-
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mite rechazar Ho y aceptar la hipétesis alternativa que plantea que los consumidores
diferencian los atributos de los tres tés digestivos. Al obtener valores F significativos se
continuo con el test de Duncan, cuyos resultados se encuentran en la Tabla 8. Se observa
que hay diferencias estadisticamente significativas entre los 3 productos para todos los
descriptores., lo que confirma la hipétesis alternativa.

TABLA 4 Descriptores para infuso de menta

PARAMETRO DESCRIPTOR
Apariencia Transparente
Color Amarillo pardo
Aroma Refrescante
Dulzén

Yerba seca

Fresco
Gusto Dulce
Percepcion residual Frescura
TABLA 5 Identificacion de compuestos del boldo

Alcaloide Color Extracto Infuso Rf
n.i. Anaranjado o o 0.14
n.i. Café J . 0.18
n.i. Café . . 0.23
Boldina Café . U 0.31
n.i. Anaranjado . . 0.36
n.i. Anaranjado . . 0.43

n.i. = no identificado.
e Indica que el alcaloide esta presente. (WAGNER, 1984)

CONCLUSIONES

Mediante cromatografia en capa fina se identificaron los principales constituyentes
activos: chamazuleno y bisabolol para manzanilla, mentol para menta y boldina para
boldo. Ademas, se identificaron algunos metabolitos secundarios.

Se confirmé que los principios activos del extracto se mantienen en la infusion de
cada uno de los tés.
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El panel caracterizé en forma muy diferenciada (p<0.050) los tres infusos, en todos
los descriptores de calidad sensorial generados. De este modo, el té de boldo se carac-
teriza por presentar atributos relacionados con la percepcion astringente provocada por
la presencia de taninos. De los tres productos analizados, resulté ser el menos aromatico
(floral y dulzén), caracterizado como “a yerba seca” y con mayor gusto residual astrin-
gente.

El t¢ de manzanilla fue caracterizado por descriptores relacionados con aroma y
gusto.

El té de menta se caracterizO por presentar atributos relacionados con la percep-
cion de frescura debido al alto contenido de mentol. El gusto residual, caracterizado por
la sensacion de frescura, es mas intenso que las percepciones del aroma y del gusto.
Ademis, present6 percepciones mds intensas de aroma y un gusto dulzon.

Los perfiles descriptivos establecidos para cada uno de los tés digestivos son los
siguientes:

manzanilla: aspecto transparente; color amarillo; aroma floral, dulzén, a yerba
seca; gusto dulce, amargo, floral; gusto residual amargo

boldo: aspecto transparente; color anaranjado rojizo; aroma dspero, a yerba seca;
gusto amargo, aspero; gusto residual amargo, seco, metalico
menta negra: aspecto transparente: color amarillo pardo; aroma refrescante,

dulzén, yerba seca; gusto fresco, dulce; gusto residual fresco

En consecuencia, el consumo de estos tres tés digestivos se puede considerar que
es un habito resultante de los efectos fisiologicos que el consumidor obtiene al ingerir
los infusos, los que elige de acuerdo a sus expectativas sensoriales.

TABLA 6 Descriptores para el infuso de boldo

PARAMETRO DESCRIPTOR
Apariencia Transparente
Colot Anaranjado rojizo
Aroma Aspero

Yerba seca
Gusto Aspero

Amargo

Seco
Percepcion residual Metilico

Amargo
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Intensidad de color
10 T

Percepcion residual metalica EN Transparencia

Percepcion residual seca Aroma yerba seca

Percepcion residual amarga Aroma astringente

Gusto astringente Gusto amargo

Figura 3 Representacion grafica del perfil descriptivo cuantitativo para el infuso de
boldo.
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TABLA 7 Tabla de valores F del andlisis de varianza

DESCRIPTOR

Intensidad color

Transparencia

Aroma floral

Aroma dulzén

Aroma yerba seca

Aroma astringente

Aroma refrescante

Gusto dulce

Gusto amargo

Gusto floral

Gusto astringente

Gustofresco

Residual amargo

Residual seco

Residual fresco

Residual metalico

manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo
menta
manzanilla
boldo

menta

Media
5.8411
6.7667
6.7744
9.4325
9.0873
6.9981
6.4200
1.5711
3.4044
4.7789
1.2889
6.3522
3.2133
6.7222
2.4244
4.9178
7.9911
2.2478
1.9400
0.8144
6.3400
2.4511
0.6756
5.1433
2.1800
3.2111
0.7678
3.3289
0.6967
2.3322
1.1844
6.1456
0.4556
0.8933
0.4533
6.3133
2.3522
3.5889
0.9711
2.9467
5.2222
0.6811
0.9444
0.4333
9.6378
0.3289
0.5367
0.2411

Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones
Muestras
Jueces
Repeticiones

Valor F
153.537
795

.047
400.440
.896
1.674
8731.522
1.479
444
3255.780
1.172
.042
5206.348
1.261
.645
10675.180
.633

.230
7420.364
1.410
.076
7405.443
1.545
.290
8657.270
1.660
1.977
1701.702
.355

.631
9661.702
1.259
541
40828.590
1.711
2.434
1125.601
961
2.058
3022.273
1.376
.180
45980.571
985
1.044
261.056
1.423
438

Significacién
0000
.6093
9544
.0000
4129
1207
.0000
1811
6436
.0000
.3288
9590
.0000
2783
5277
.0000
1318
7951
.0000
2085
9273
.0000
1581
7490
.0000
1243
1464
.0000
9404
5354
.0000
2796
.5849
.0000
1115
0953
.0000
4738
1356
.0000
.2228
8360
.0000
4551
3575
.0000
.2030
0473
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TABLA 8 Comparaciones multiples de los valores promedios para los
descriptores sensoriales. Test de Duncan (p < 0,05)

Descriptor Muestra Promedio
Intensidad color manzanilla 5.8407¢
boldo 6.7593"
menta 6.7741°
Transparencia manzanilla 8.4074
boldo 7.9000°
menta 6.8148¢
Aroma floral manzanilla 6.3741*
boldo 1.5630"
menta 3.4037¢
Aroma dulzén manzanilla 4.7778*
boldo 1.2852°
menta 6.3667¢
Aroma a yerba seca manzanilla 3.3444"
boldo 7.1185P
menta 2.3407¢
Aroma astringente manzanilla 4.9185
boldo 7.9926"
menta 2.2444¢
Refrescante manzanilla 1.9407*
boldo 0.8148>
menta 6.3407¢
Gusto dulce manzanilla 2.4519*
boldo 0.6778"
menta 5.1444¢
Gusto amargo manzanilla 2.1815*
boldo 3.2074°
menta 0.7667¢
Gusto floral manzanilla 3.3370°
boldo 0.6963"
menta 2.3333¢
Astringencia manzanilla 1.1852¢
boldo 6.1444°
menta 0.5037¢
Frescura manzanilla 0.8889*
boldo 0.4407°
menta 6.3074¢
Percepcién residual amarga manzanilla 2.3519*
boldo 3.5889"
menta 0.9667¢
Percepcién residual de frescura manzanilla 0.9370¢
boldo 0.4333"
menta 9.6370¢
Sequedad manzanilla 2.9481*
boldo 5.2222P
menta 0.6815¢
Percepcién residual metalica manzanilla 0.3259*
boldo 0.5444°
menta 0.2407¢

Letras iguales indica que no hay diferencias significativas (p < 0.05).
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Fatores que influenciam o consumo de leite
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Factors that affect milk intake by children

from the first grade of elementary school

from Santa Maria (RS)

HECK, M. C.; ROSSATO, S.; SANTOS, J. S.; BOGUSZ JUNIOR, S.;
COSTABEBER, I.; EMANUELLI, T. Factors that affect milk intake by children
from first grade of primary school from Santa Maria, RS. Nutrire: rev. Soc.
Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.21-32,
dez., 2002

The present study surveyed the average daily intake of milk by chil-
dren (517) from the first grade of elementary school from Santa Maria (RS)
and the factors affecting such intake. Data was obtained using a question-
naire of food consumption frequency. The average daily intake of total milk
by children was about 440 mL. Sterilized was the most frequently consumed
milk (44%). Daily intake of total milk by children with 1-6 minimum wage
Sfamiliar income was significantly bigher than intake by children with less
than 1 minimum wage familiar income. Daily intake of milk by male was
significantly bigher than intake by female. Total daily intake of milk was
negatively correlated with age. However, parents” education did not affect
daily milk intake by children. These results indicate that daily intake of
milk by children was lower than the recommended. Moreover, in the present
study, the main factors that affected milk intake by children were familiar
income, sex and age.
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El trabajo ha estimado el consumo diario
medio de leche por los ninos (517) de los cursos
iniciales del primer grado de escuelas munici-
pales de Santa Maria (RS) y los factores que
influyen en este consumo. Los datos fueron
obtenidos por medio de un cuestionario de fre-
cuencia de consumo alimentario. La cantidad
media total de leche consumida por los niiios
Sfue alrededor de 440 ml/dia. La leche tomada
con mayor frecuencia (44%) fue la esterilizada.
La cantidad total de leche consumida por los
ninos con renta familiar entre 1 e 6 salarios
minimos fue significativamente mayor que la
cantidad consumida por los ninios con renta
Sfamiliar inferior a 1 salario minimo. Los ninos
del sexo masculino presentaron un consumo
diario de leche significativamente superior que
los del sexo femenino. Se ba observado, tam-
bien, una correlacion negativa significativa
entre la edad y la cantidad total de leche con-
sumida. Sin embargo, el grado de escolaridad
de los padres no bha afectado el consumo. Estos
resultados indican que la cantidad de leche
consumida por los niiios estaba por debajo de la
recomendada y que la renta familiar, el sexo y
la edad fueron los principales factores que afec-
taron el consumo de la leche en esto estudio.

Palabras clave: conducta
alimentaria, leche, ingreso
familiar, grupos por edad,
factores sexuales
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O presente trabalbo estimou o consumo
médio didrio de leite por criangas (517) de
1% série do ensino fundamental do Municipio
de Santa Maria (RS) e os fatores que podem
influenciar este consumo. Os dados foram
levantados através de um questiondrio de fre-
qtiéncia de consumo. O consumo médio didrio
total de leite pelas criancas foi cerca de 440 mL.
O leite consumido com maior freqiiéncia (44%)
Jfoi o esterilizado. O volume total de leite consu-
mido pelas criancas com renda familiar entre
1 e 6 saldrios minimos foi significativamente
maior que o volume consumido por criangas
com renda familiar inferior a 1 saldrio minimo.
As criangas do sexo masculino apresentaram
um consumo didrio de leite significativamente
superior as do sexo feminino. Observou-se
também uma correlagdo negativa significativa
entre a idade e o volume total de leite consu-
mido. No entanto, o grau de escolaridade dos
pais ndo afetou o consumo. Esses resultados
indicam que o volume de leite consumido pelas
criangas estava abaixo do recomendado, e que
a renda familiar, o sexo e a idade foram os
principais fatores que afetaram o consumo de
leite neste estudo.

Palavras chave: conduta
na alimentagio, leite,
renda familiar, grupos por
idade, fatores sexuais
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INTRODUCAO

Do ponto de vista bioquimico, o leite € um dos fluidos mais complexos que exis-
tem. De um modo geral, a composicao quimica do leite de diferentes espécies ¢ bastante
semelhante. Embora o leite de muitas espécies seja explorado pelo homem, os leites de
outros mamiferos nio sio considerados tao adequados a nutricio humana, pois o leite
humano ¢ o alimento ideal, especialmente nos primeiros meses de vida, devido as suas
propriedades nutricionais e antiinfecciosas, além das vantagens psicossociais da pratica
do aleitamento para a mae e seu filho (KUNZ et al., 1999). Entre os leites explorados
comercialmente o bovino se destaca em produgio e consumo e, por isso, merece maior
atencao quanto aos seus efeitos sobre a satde do homem (DUARTE et al., 2000).

O leite de vaca apresenta uma quantidade muito maior de proteinas que o leite
humano, sendo considerado como uma excelente fonte nutricional de proteinas de
alta qualidade, por causa da sua composicio Unica de aminoacidos (HARWALKAR e
MCMAHON, 1993). A lactose, o principal acicar do leite de vaca, permanece maior
tempo no intestino delgado, devido a sua lenta hidrolise, favorecendo a reducio do pH
fecal, o que é considerado um fator de protecio contra o cincer de cdélon, além de
favorecer a absorcao de cilcio, inibir a acio das bactérias putrefativas e desempenhar
um importante papel como fonte persistente de energia (SAMELSON, 1985). A gordura,
que é considerada a maior fonte de energia do leite, possui uma composicio bastante
complexa, tendo sido identificados mais de 400 tipos de 4cidos graxos (JENSEN et al.,
1991), cujos componentes sio muito importantes do ponto de vista nutricional, organo-
léptico e funcional (GERMAN e DILLARD, 1998). A concentracdo de minerais necessarios
a nutricio humana, com excecao do ferro, € mais elevada no leite bovino que no leite
humano (VARNAM e SUTHERLAND, 1995). O leite é considerado a principal fonte de
calcio, mineral essencial para a formacio 6ssea (FLEMING e HEIMBACH, 1994).

Desse modo, a importancia nutricional do leite e seus derivados deve-se ao papel
que desempenham na alimentacio humana como provedores de certos nutrientes, bem
como 2 distribuicio equilibrada e a ficil metabolizacdo dos componentes do leite.
Embora o leite de vaca seja um alimento essencial na alimenta¢do humana, em alguns
casos o seu consumo pode provocar efeitos adversos. A maior quantidade de proteinas
heter6logas torna o leite bovino um potente agente antigénico, podendo provocar rea-
coes alérgicas, especialmente em criangas (SHARMA et al., 2001; HEINE et al., 2002; EXL
e FRITSCHE, 2001). O maior contetido de sais minerais configura sobrecarga para lac-
tentes, que por vezes ndo conseguem manter a homeostasia (LESSOF, 1996). De acordo
com a OMS (1985), as recomendac¢oes para consumo didrio de leite seriam: para criancas
abaixo de 9 anos, 2-3 xicaras (0,5 litro/dia); para criancas de 9 a 12 anos, 3 ou mais
xicaras (0,75 litros/dia); para adolescentes, 4 ou mais xicaras (1 litro/dia); e para adultos,
2 ou mais xicaras (0,5 litro/dia).

Visto que € na infancia que devem ser estabelecidos os bons habitos alimentares
que continuardao na adolescéncia e na vida adulta, € muito importante nesta etapa iden-
tificar quais sao as necessidades nutricionais para o crescimento e desenvolvimento
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adequados e os fatores que influenciam a oferta adequada de energia e nutrientes. As
necessidades nutricionais da crianca dependem de fatores relacionados a reservas cor-
poreas, faixa etaria, sexo, velocidade de crescimento, doenga de base, estado nutricional,
estado metabdlico e a presenca de riscos nutricionais (DELGADO et al., 2000).

Observa-se que, na nutricao infantil, o habito ou comportamento alimentar tem
sido determinado em primeira instincia pela familia, da qual ela é dependente, e em
segundo plano por outras interagdes psicossociais e culturais da crianca, como amigos,
televisao, atividades e escola (PUCHOC, 1998). No entanto, ja tem sido demonstrado que
o fator econdémico representa a variavel decisiva na determinacao do consumo alimen-
tar e, por conseguinte, do valor da dieta (ARRUDA, 1984), pois o poder de compra da
familia pode definir, em instancia final, o que deve ser comprado e, sobretudo, em que
propor¢des. Outros fatores determinantes do consumo alimentar incluem caracteristicas
culturais e crendices que podem acompanhar o consumo, restringindo e adequando a
influéncia do determinismo econdémico sobre os habitos alimentares (MUSAIGER, 1993;
VALIENTE et al., 1988)

Ao examinar a literatura especializada na area, verifica-se que a producio intelec-
tual voltada a analise do consumo de leite por criancas em faixas etarias especificas é
reduzida, justificando a realizacio de estudos desta natureza.

O presente trabalho teve por objetivo estimar o consumo médio didrio de leite por
criangas da 1* série do ensino fundamental do Municipio de Santa Maria (RS) e os fatores
que influenciam o consumo do mesmo.

METODOS

Foi aplicado um questionario aos escolares de 1* série do ensino fundamental de
escolas municipais, estaduais e particulares de Santa Maria-RS, nos meses de marco até
julho de 2001. No processo de amostragem, o total de escolas do municipio de Santa
Maria (108) foi classificado quanto ao tipo de administracio em trés subgrupos: munici-
pais (46), estaduais (35) e particulares (27). Aceitaram participar do estudo 22 escolas
municipais, 28 escolas estaduais e 7 escolas particulares. A selecio sobre os diversos
subgrupos foi realizada de modo aleatério, de forma independente sobre o total de
alunos pertencentes as escolas que permitiram realizar a pesquisa (1390 alunos em esco-
las municipais, 1658 alunos em escolas estaduais e 566 alunos em escolas particulares).
Foram distribuidos no total 720 questionarios, sendo que 71,8 % destes retornaram cor-
retamente preenchidos. Desta forma, a amostra ficou constituida de um total de 517
alunos, sendo 225 alunos de escolas municipais, 229 de escolas estaduais e 63 de escolas
particulares, o que representa uma precisio de medida de cerca de 4%.

Com o consentimento da direcao das escolas, foi entregue as criancas o questio-
ndrio juntamente com uma carta explicativa aos pais, orientando o preenchimento. A
compreensio do questiondrio utilizado, bem como da carta explicativa foi previamente
testada durante um estudo piloto com pais de diferentes graus de escolaridade, tendo
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apresentado resultados satisfatorios. Para nio comprometer os resultados encontrados,
0s questionarios que deixaram ddvidas nas informacdes ou nao estavam devidamente
preenchidos foram desconsiderados. O questiondrio continha perguntas sobre caracte-
risticas sécio-econdmicas: idade, peso, altura, sexo, tipo de escola freqiientada pela
crianca, escolaridade dos pais, renda familiar, tipo e quantidade de leite consumido pela
crianga. As questoes referentes ao tipo e quantidade de leite consumido foram formula-
das utilizando inquérito de freqiiéncia de consumo semanal (CINTRA et al., 1997). As
porcoes de referéncia utilizadas para avaliar a quantidade de leite consumido foram
copos (200 mL), xicaras (150 mL) e mamadeiras (200 mL). O inquérito de freqtiéncia de
consumo semanal, juntamente com as demais questdes, propiciou a andlise dos possiveis
fatores interferentes no consumo de leite pela populac¢ao estudada.

Os dados referentes 2a freqiiéncia e quantidade de leite consumido, em funcao da
idade, sexo, renda familiar, escolaridade dos pais e tipo de escola freqiientada foram
analisados estatisticamente pelo teste t de Student e ANOVA de uma via (testes paramé-
tricos para variaveis de distribuicdo linear).

RESULTADOS

A idade média das criangas entrevistadas foi de 6,7 anos, com peso médio de 26,3
kg e altura média de 1,24 m. A idade minima observada foi de 5 e a maxima de 12 anos,
sendo que 0,53% das criancas tinham menos de 6 anos, 87,9% tinham de 6 anos a 8 anos
e 11,52% das crianc¢as tinham mais de 8 anos. O peso minimo observado foi de 17 e o
miximo de 50 kg, enquanto a altura minima observada foi de 1,10 e a maxima de 1,45 m.

A Tabela 1 apresenta a distribui¢do de freqiéncia do tipo de leite indicado como
mais consumido pelas criancas entrevistadas. O tipo de leite consumido com maior fre-
quéncia foi o esterilizado (43,7%), seguido do pasteurizado (23,8%) e do “in natura”
(17,2%). Foi bastante reduzido o percentual de criancas que indicaram consumir outros
tipos de leite (leite em po e leite de soja). Em virtude deste fato os dados de consumo
destas criancas nao foram incluidos nas andlises estatisticas subseqiientes. Destaca-se
que cerca de 5% das criangas entrevistadas consumiam mais de um tipo de leite,
enquanto que 5% das crian¢as nao consumiam nenhum tipo de leite.

A Tabela 2 apresenta os dados sobre o consumo médio didrio dos diferentes
tipos de leite. Foi estimado o consumo médio didrio pela amostra total das criancgas e,
considerando-se que a inclusao de crian¢as com consumos extremos de leite poderia
levar 2 obtencio de valores que nio correspondem ao consumo médio real, também
foi estimado o consumo eliminando as criancas que nao consomem leite, bem como
aquelas que indicaram um valor extremo de consumo de leite. Para a amostra total
de criancas, o consumo de leite esterilizado foi significativamente maior que o de
leite “in natura” [F(2, 567)=5,92, p<0,05]. Na amostra constituida apenas de criancas
consumidoras de leite o consumo de leite esterelizado foi significativamente maior
que o de leite “in natura” e pasteurizado [F(2,480)=10,77, p<0,05]. Observou-se que o
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TABELA 1 Distribuigdo de freqiiéncia do tipo de leite indicado como mais consu-

mido pelas criangas entrevistadas

Tipo de leite Freqiiéncia Porcentagem
“In natura” 89 17,21
Pasteurizado 123 23,79
Esterilizado 226 43,71
“In natura’/Pasteurizado 6 1,16
“In natura’”/Esterilizado 10 1,93
Pasteurizado/Esterilizado 11 2,13
Leite em po 3 0,58
Leite de soja 2 0,39
Nao consome 26 5,03
Nao respondeu 21 4,06
Total 517 100,00

TABELA 2 Valores médios e erro padrio da quantidade de leite consumido

diariamente pelas criangas do municipio de Santa Maria, RS

Variavel Volume médio (mL) Volume médio (mL)
da amostra total apenas das criangas
™N)! consumidoras (N)?
Total de leite “In natura” 302,59* + 23 91 367,41* £ 22,96
(0,00 - 1428,57) (21,43 — 1000,00)
(13D (104)
Total de leite pasteurizado 363,06 + 32 93 346,80* = 19,97
(0,00 - 2142,85) (21,43 — 1000,00)
(166) (133)
Total de leite esterilizado 424 66" + 18,86 463,14 + 17,70
(0,00 — 2000,00) (21,43 — 1000,00)
(273) (246)

Os dados sao apresentados como: média + erro padrao (minimo - maximo).

Os valores que na mesma coluna nao apresentam a mesma letra sao significativamente diferentes
(p<0,05).

'No calculo do volume médio da amostra total considerou-se todas as criancas que indicaram
consumir o tipo especifico de leite em questao, bem como aquelas que indicaram nao consumir
nenhum tipo de leite.

*No calculo do volume médio apenas das criancas consumidoras foram eliminadas as criancas
que nao consomem leite (26), bem como aquelas que indicaram valores extremos de consumo
de leite (9), identificadas na anilise estatistica.
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consumo médio diario de leite, englobando todos os tipos de leite consumidos, foi
de 439,59 mL para a amostra total de criancas (incluindo os individuos que nio con-
somem), enquanto que para a amostra composta apenas pelas crian¢as consumidoras,
eliminando-se os extremos, este valor foi de 436,97 mL.

TABELA 3 Valores médios e erro padrio da quantidade de leite consumido dia-

riamente, segundo o sexo, pelas criangas do municipio de Santa Maria, RS

Sexo Numero* Volume total Volume total de Volume total Volume total
(%) de leite leite “In natura” de leite de leite
(mL) (mL) pasteurizado (mL) esterilizado (mL)

™N) ™) ™) N)

Masculino 270 468,52 + 21,88 338,60 + 35,75 402,30 + 48,25 450,60 + 24,66
(52,73) (260) (63) (82) (148)

Feminino 242 407,03 + 22,13 269,22 + 31,72 322,87 + 44,60 393,94 + 28,90
47,27) (231) (68) (82) (125)

*Numero de criangas entrevistadas.
Os valores que na mesma coluna nao apresentam a mesma letra sao significativamente diferentes
(p<0,05).

Foi realizada analise de correlacdo linear entre a quantidade total de leite consu-
mida e a idade das criangas. Observou-se uma correlacao negativa significativa (p< 0,05)
entre a idade e o volume total de leite consumido (r=-0,112, p=0,013).

O teste t Student foi realizado para avaliar as diferencas no consumo didrio total de
leite em fun¢io do sexo da crianca (Tabela 3). Observou-se que o sexo masculino con-
sumia maior volume total de leite diariamente que o sexo feminino (p<0,05). No entanto,
nao foram observadas diferencas entre os sexos em relacao ao consumo de tipos espe-
cificos de leite (“in natura” , pasteurizado, esterilizado). Este fato provavelmente pode
estar relacionado a uma redu¢io no N (n° de individuos entrevistados) quando o con-
sumo de leite foi classificado de acordo com o tipo.

A renda média familiar das criancas entrevistadas foi de 595,15 reais (3,3 salarios
minimos). Observou-se, no entanto, uma grande diferenca entre a renda minima (zero)
e a maxima (R$ 3.500,00 reais). A renda familiar de criancas de escolas municipais (R$
419,44 = 28,10) foi significativamente inferior (p<0,05) a renda familiar de criancas de
escolas estaduais (R$ 665,92 = 36,15) e particulares (R$ 972,06 = 115,79). A anilise de
correlacido linear entre a quantidade de leite consumida e a renda familiar nao revelou
uma correlacio significativa entre estes dois fatores.

A Tabela 4 apresenta a distribuicio de freqiiéncia da renda familiar e a relacio entre
a renda familiar e o volume de leite consumido diariamente pelas crian¢as. Na distribui-

cao de frequiéncia da renda familiar (com salario minimo de referéncia de 180,00 reais),
verificou-se que a renda da maior parte das familias estava na faixa de 0 até 1 salario

27



HECK, M. C.; ROSSATO, S.; SANTOS, J. S.; BOGUSZ JUNIOR, S.; COSTABEBER, |.; EMANUELLI, T;; Fatores que influenciam o consumo
de leite por criancas de 1° série do ensino fundamental do municipio de Santa Maria (RS). Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian
Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.21-32, dez., 2002

TABELA 4 Valores médios e erro padrio da quantidade de leite consumido
diariamente, segundo a renda familiar, pelas criangas do municipio de
Santa Maria, RS

Renda Nimero* Volume total  Volume total de Volume total Volume total

Familiar (%) de leite leite “In natura” de leite de leite

(salario)* (mL) (mL) pasteurizado (mL) esterilizado (mL)

(mL) (N) N) N) (N)

Até 1 191 352,07 + 35,87* 193,72 + 37,77* 319,91 + 55,99 287,60 + 51,45
(373D 95) (33) (54) 34)

>1 até 3 88 470,80 £ 29,19" 363,39 + 38,54" 464,12 + 64,24 418,98 + 34,40
(17,19) (183) (48) (65) 92)

> 3 até 6 70 507,79 £ 29,42° 375,00 + 73,23 402,94 + 47,19 535,96 £ 38,00¢
(13,67) (89) (19) 17) (58)

>6 60 415,61 + 27,88* 340,05 + 67,02> 251,34 + 63,94 398,60 + 31,78%
(11,72) (69) (13) ®) (56)

*A renda familiar estd apresentada em base de saldrio minimo, correspondente a R$ 180,00.
Os valores que na mesma coluna nao apresentam a mesma letra sao significativamente diferentes
(p<0,05).

minimo (37,3%) e de 1 até 3 saldrios (17,2%). Houve diferencgas estatisticas significativas
no volume de leite consumido em funcdo da renda familiar. O volume total de leite con-
sumido pelas criancas cuja renda familiar estava na faixa de até 1 salario foi significativa-
mente menor que o volume consumido pelas criancas com renda familiar entre 1 e 6
salarios. Para o leite “in natura” o volume de leite consumido pelas criancas cuja renda
familiar estava na faixa de até 1 saldrio foi menor que o volume consumido pelas criangas
cuja renda familiar estava acima desta faixa. O volume de leite pasteurizado consumido
pelas criancas nio variou significativamente entre as diferentes faixas de renda familiar.
O leite esterilizado foi consumido em maior quantidade por criancas cuja renda familiar
estava na faixa de 3 até 6 salarios; e as criancas cuja renda familiar estava na faixa de 1 até
3 salarios consumiam mais leite esterilizado que as crian¢as com renda familiar inferior.

A Tabela 5 apresenta a distribuicio de freqiiéncia do tipo de escola freqiientada
pela crianca, bem como a relacio entre o tipo de escola freqiientada e a quantidade de
leite consumida por dia pelas criancas. Observou-se que o consumo de leite foi maior
nas escolas particulares e estaduais, embora tenham sido observadas diferencas signifi-
cativas (p<0,05) somente para o leite esterilizado.

Avaliando-se a escolaridade dos pais das criangas pesquisadas, observou-se um
pequeno percentual de pais analfabetos (aproximadamente 1%). O 1° Grau foi o nivel
de escolaridade de maior freqiiéncia (50%), tanto para os pais como para as mies. Para
0 2° Grau e o nivel superior observou-se uma distribuicio de freqiiéncia um pouco mais
elevada para as maes. O grau de escolaridade do pai e da mae nao alterou a quantidade
de leite consumida diariamente pelas criancas.
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TABELA 5 Valores médios e erro padrio da quantidade de leite consumido
diariamente, segundo o tipo de escola, pelas criancas do municipio de
Santa Maria, RS

Tipode Numero* Volume total  Volume total de Volume total Volume total
Escola (%) de leite leite “In natura” de leite de leite
(mL) (mL) pasteurizado (mL) esterilizado (mL)
™) N) ™) ™)
Municipal 224 413,63 + 24,83 202,32 + 30,46 375,25 +47 94 360,24 + 30,27
(43,75) (208) (69) (86) 99)
Estadual 227 456,71 + 65,24 338,50 + 42,85 341,89 + 49,49 462,68 + 26,61
(44,39 (222) (50) (63) (1)
Particular 61 46581 + 66,54 384,52 + 68,68 379,83 110,08 456,39 + 52,43
(11,91) (61) (12) (17) (38)
Total 512 439,59 + 15,61 302,59 + 23,91 363,06 + 32,93 424,66 + 18,86
(100,00) (491) (131) (166) (273)

Os valores que na mesma coluna nfo apresentam a mesma letra sio significativamente diferentes
(p<0,05).

DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido conduzidos no sentido de demonstrar quais sao os fato-
res que influenciam as escolhas e habitos alimentares de criangas, sendo importante a
realizacao de avaliagoes em diferentes regides em virtude da grande especificidade de
cada uma delas. Na bibliografia consultada nio foram encontrados estudos realizados
neste sentido, no RS. HURSTI (1999) e FISHER et al. (2000) demonstraram a influéncia do
consumo alimentar dos pais sobre os filhos; BIRCH (1998) avaliou a influéncia de fatores
fisiologicos; EGGER et al. (1991) avaliaram a influéncia de fatores socio-econdmicos,
enquanto autores como SANTOS et al. (1995) e SHATENSTEIN et al. (1996) avaliaram a
influéncia da localizacao geogrifica sobre habitos alimentares de criancas.

A diferenca de consumo entre os tipos de leite observada no presente estudo
sugere possiveis implicacdes socio-econdmicas e culturais. A maior freqiéncia de con-
sumo do leite esterilizado, observada no presente estudo, pode estar associada a fatores
considerados relevantes para o consumidor, como demonstra a pesquisa realizada por
CASSOTTI et al. (1999) em que a praticidade de manuseio, a maior vida util, assim como
a qualidade do produto em relac¢io aos aspectos nutricionais, organolépticos e assépticos
conduzem a preferéncia por alimentos em embalagens tipo longa vida, como a do leite
esterilizado. E importante ressaltar o considerdvel consumo de leite “in natura”, identi-
ficado no presente estudo, que pode representar risco de transmissio de doencgas para
o consumidor (BALTER et al., 2000).
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Algumas pesquisas realizadas no Brasil (MONDINI e MONTEIRO, 1994) detecta-
ram mudancas na escolha dos alimentos ao longo das décadas de 60, 70 e 80, demons-
trando um incremento no consumo de alimentos como leite e derivados. No entanto,
conforme os resultados deste estudo, o consumo médio de leite pelas criangas ficou
abaixo das recomendagoes da OMS (1985) para a faixa etdria pesquisada (500 mL/dia).
Outros estudos, como os realizados por WEIN et al. (1992) e LERNER et al. (2000),
também avaliaram o consumo de leite por crian¢as e observaram que a ingestao estava
abaixo dos limites recomendados.

MUSAIGER e GREGORY (1992) observaram uma diminuicio no consumo de
alguns alimentos com o aumento da idade, assim como diferencas no consumo entre
0s sexos 0 que estd de acordo com o observado neste estudo. LERNER et al. (2000)
igualmente observaram um maior consumo de leite pelas criancas do sexo masculino
que pelas criancas do sexo feminino, enquanto GAME et al. (1996) também verificaram
uma diminui¢do na freqiiéncia de consumo de leite com a idade.

A anilise da freqiiéncia de distribuicio da renda familiar demonstrou que mais
de 50% das familias entrevistadas possui renda igual ou inferior a 3 salarios minimos
(540,00 reais), demonstrando a baixa renda familiar da populaco brasileira. A influéncia
do padrio sécio-econdmico na preferéncia de consumo dos diferentes tipos de leite,
observada no presente estudo, esta de acordo com outros trabalhos realizados que ava-
liaram a relacdo entre este fator e a preferéncia de consumo de determinados alimentos,
como vegetais (BAXTER et al.,1999). Da mesma forma, OLIVEIRA e THEBAUD-MONY
(1998) observaram que o consumo de tipos de leite de maior custo (pasteurizado tipo
B), bem como de derivados lacteos, é menor em populacoes de baixa renda do que
em populacoes de média renda. O maior consumo de leite esterilizado observado nas
escolas particulares e estaduais possivelmente estd relacionado a2 maior renda familiar
encontrada nessas escolas, quando comparadas as municipais.

Mesmo nio tendo sido observada neste estudo a influéncia do nivel educacional
dos pais sobre o volume de leite consumido pelas criancas pesquisadas, outros trabalhos
ja demonstraram uma relacdo direta entre a prevaléncia de padrio de desnutricao e a
escolaridade dos pais (RIBAS et al., 1999).

Mudangas nos habitos alimentares tém sido observadas ao longo das ultimas
décadas, fazendo-se necessaria a realizacio de estudos atuais que visem avaliar os diver-
sos aspectos (econdmicos, sociais, culturais e nutricionais) que tém influenciado estas
mudancas e a diversificacio nos padroes de alimentacio, de acordo com as especifici-
dades de cada pais ou regido, e segundo as suas conseqiiéncias.

No presente estudo, o consumo de leite foi influenciado pela renda familiar, idade
e sexo, mas aparentemente nio pelo grau de escolaridade dos pais. O consumo didrio
de leite abaixo da ingestao recomendada, observado no presente trabalho, evidencia
um possivel problema relativo ao nao atendimento das necessidades nutricionais destas
criangas, embora nio se tenha levantado o consumo de outros alimentos que possam
vir a suprir o aporte energético nutricional recomendado para esta faixa etdria. Além
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disso, o fato do consumo diario de leite ter ficado abaixo do recomendado, inclusive em
criancas de renda familiar mais elevada, sugere a avaliacao da necessidade de medidas
educativas, tais como a orientac2o aos pais e escolares no sentido de verificar e adequar
as recomendac¢oes nutricionais preconizadas para este grupo. Tais medidas poderiam
também ser direcionadas no sentido de aumentar o consumo de leite por criangas de
faixa etdria mais elevada e por criancas do sexo feminino, em funcao de ter sido obser-

vado que estes foram os grupos que apresentaram menor consumo de leite.
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Dietas hiperlipidicas e fregiiéncia alimentar:
efeitos sobre as reservas lipidicas em ratos

Fat enriched diets and meal feeding:
effects on hody fat in rats

FRANCISCHI, R.P.; PEREIRA, L.O.;, CAMPOS, P.L; SAWADA, LA.,
COSTA, A.S.; ROSCHEL, H.A.S.; MARQUEZI, M.L.; SCAGLIUSL F.B.; PEREIRA,
P.M.; LANCHA JUNIOR, A.H., Fat enriched diets and meal feeding: effects on
body fat in rats. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food
Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.33-50, dez., 2002.

The aim of this study was to evaluate the body composition, food
intake and glucose tolerance in female rats consuming meal feeding
associated to fat enriched diets (FE). Female Wistar rats were distributed
into: C2b (gorging control, one meal a day with stock diet for 2b/day);
FE2b (gorging fat, one meal a day with fat rich diet for 2bh/day); C24b
(nibbling control, ad libitum access to stock diet); FE24b (nibbling fat, ad
libitum access to fat rich diet). FE diet groups ate less than control groups,
although they presented a similar energy intake. Gorging animals ate only
about 62% of the calories consumed by nibbling ones. After 8 weeks, FE24h
was the bheaviest group, and both gorging groups presented the same weight,
lower than nibbling groups. FE animals showed heavier fat depots than
controls, but FE24b was the beaviest one. Lipid incorporation into the
body carcass was the similar among FE2b, C24b and FE24b, which was
bigber than C2h. Control animals showed lower glucose curve during oral
glucose tolerance test than FE ones. Despite the same energy intake observed
between C2b and FE2b and between C24b and FE24b, FE diet animals
were more efficient in store excess energy as body fat. FE2h presented the
same body fat as C24b and FE24b, even though FE2b showed less energy
intake, demonstrating energy economy in gorging pattern. Heavier body fat
was more dependent on the high lipid content and lower feeding bouts than
on energy intake. Other metabolic disorders originated from these feeding
bebaviors may be involved and should be evaluated.
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El objetivo de este estudio fue evaluar
la composicion corporal, el consumo alimen-
tario y la tolerancia a la glicosis de ratones
sometidos a diferentes frecuencias de inges-
tion alimentaria asociadas a dietas biperlipidi-
cas (HL). Ratones Wistar fueron acompanados
durante 8 semanas divididos en : C2b (control
“gorging”, con ingestion de racion comercial
1x/dia durante 2 b/dia); HL2h (HL ‘gorging”,
con consumo de HL 1x/dia por 2b/dia); C24h
(control “nibbling”, con acceso 24b/dia a la
racion comercial) y HL24h (HL “nibbling”, con
acceso 24h/dia a la racion HL). Los grupos con
dieta HL ingirieron menos alimento que los
controles, sin embargo con la misma ingestion
energética. Los Animales ‘gorging” ingirieron
apenas cerca del 62% de las caloias consu-
midas por los “nibbling”. Después de 8 sema-
nas, el HL24h presento el mayor peso, siendo
que ambos “gorging” llegaron al mismo peso,
inferior a los “nibbling”. En los anuimales
con dieta HL, fueron mayores los depositos de
grasas, siendo que el HL24h presento la mayor
reserva. En cuanto a la incorporacion lipidica
en el esqueleto del animal, HL2b presento el
mismo tenor que C24h y HL24h, mayor que
C2h, Los animales controles presentaron curvas
glicémicas menores que los HL. Apesar del con-
sumo energético semejante entre C2bh y HL2h
y entre C24h y HL24h , se nota eficiencia en
la reserva de glipidios y peso corporal en HL.
Mismo ingiriendo menos energia, HL2b incor-
poro el mismo tenor de lipideos que C24h y
HIL24h, lo que revelo una economia energética
en el patron “gorging”. Las mayores reservas
de grasa corporal dependieron mds del alto
tenor lipidico y de la baja frecuencia alimen-
taria que de la ingestion energética. Otras alte-
raciones metabdlicas pueden estar envueltas
como consequencia de estos comportamientos
alimentarios y deben ser evaluados.

Palabra-clave: fenomenos bioquimicos,

Metabolismo y Nutricion; Conducta
alimentaria; Obesidad; Ratas Wistar
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O objetivo deste estudo foi avaliar a com-
posicdo corporal, consumo alimentar e tolerdn-
cia a glicose de ratas submetidas a diferentes

[reqtiéncias de ingestdo alimentar associadas a

dietas hiperlipidicas (HL). Ratas Wistar foram
acompanbadas por 8 semanas divididas em:
C2h (controle intermitente, com ingestdo de
ragdo comercial 1x/dia durante 2b/dia); HL2h
(HL intermitente, com consumo de HL 1x/dia
por 2hb/dia); C24h (controle fracionado, com
acesso 24h/d a racdao comercial) e HL24h (HL

Sfracionada, com acesso 24b/d a ragdo HL). Os

grupos com dieta HL ingeriram menos alimento
que os controles, porém com mesma ingestdo
energética. Animais com apenas 2h de acesso
didrio ao alimento ingeriram apenas cerca de
02% das calorias consumidas pelos animais
com ingestao “ad libitum”. Apos 8 semanas,
HL24h apresentou o maior peso, sendo que os
ambos grupos com alimentagdo intermitente
atingiram o mesmo peso, inferior aos animais
com alimentacdo fracionada. Nos animais com
dieta HIL, foram maiores os depositos de gor-
dura, sendo que HL24h apresentou o maior
estoque. Quanto a incorporacdo lipidica na
carcaca, HL2h apresentou o mesmo teor que
C24h e HL24h, maior que C2h. Os animais
controle apresentaram menores valores glicé-
micos que os HL durante o teste oral de tolerdn-
cia oral a glicose. Apesar do consumo energeé-
tico semelhbante entre C2h e HL2h e entre C24h
e HL.24h, nota-se eficiéncia em estoque de lipi-
dios e peso corporal em HL. Mesmo ingerindo
menos energia, HL2h incorporou o mesmo teor
de lipidios que C24h e HL24h, o que revelou
economia energética do padrdo esporddico de
alimentacdo. Os maiores estoques de gordura
corporal foram mais dependentes do alto teor
lipidico e da baixa freqiiéncia alimentar do
que da ingestdo energética. Outras alteragoes
metabolicas decorrentes destes comportamentos
alimentares podem estar envolvidas e devem ser
avaliadas.

Palavras-chave: fen6menos
bioquimicos, metabolismo e
nutrigdo; Conduta na alimentagio;
obesidade; ratos Wistar
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INTRODUCAO

As doencas cronico-degenerativas, recentemente definidas como doenc¢as nio-
transmissiveis, constituem em nosso pais € no mundo um dos principais agravantes da
saude. O indice de mortalidade por doenca cardiovascular no Brasil é de 820 obitos por
dia e 42% dos adultos brasileiros possuem hipercolesterolemia (SBC, 1999). No Brasil
as prevaléncias de diabete melito sao igualmente altas comparadas as de nacoes desen-
volvidas (OLIVEIRA et al., 1996).

Habitos da cultura moderna foram identificados como potenciais fatores de risco
para tais doencas, tais como alimentacio inadequada (KERWICK e PAWAN, 19606;
SEIDELL, 1999; OMS, 1998), excesso de gordura corporal e obesidade (OMS, 1995; OMS,
1998), e sedentarismo (BLAIR et al., 1996; DENGEL et al., 1998; SEIDELL, 1999).

A obesidade é considerada uma epidemia mundial (POPKIN e DOAK, 1998). No
Brasil, estudos comprovaram que a transicio nos padrdes nutricionais estd refletindo
na diminuicdo progressiva da desnutricio e no aumento da obesidade (MONTEIRO et
al., 1995b). A obesidade estd associada a resisténcia a acao da insulina (ADA, 1997),
e hia uma sindrome clinica que resume essa interacao: sindrome metabdlica ou X
(DEFRONZO e FERRANNINI, 1991; HANSEN, 1995).

A alimentacio inadequada representa uma das maiores causas dessas desordens.
As tendéncias de transicao nutricional convergem para uma dieta mais rica em gordu-
ras (particularmente as de origem animal), acdcares e alimentos refinados, sendo redu-
zida em carboidratos complexos e fibras, chamada “dieta ocidental” (MONTEIRO et al.,
1995a). Estudos realizados com mulheres obesas brasileiras por nosso grupo reforcam
que este padrao de alimentacao hiperlipidica e hipoglicidica esteja se repetindo em
nosso pais (FRANCISCHI et al., 1997; FRANCISCHI et al., 1999a; FRANCISCHI et al.,
1999b; KLOPFER et al., 1999; PEREIRA et al., 1998; FRANCISCHI et al., 2001).

Classicamente ja se sabe da relacao entre ingestao lipidica e obesidade (AUSTRUP, 1999;
LISSNER, 1999; SEIDELL, 1999) e entre consumo de gorduras e doencas cardiovasculares
(HIGUERAS et al., 1992; SBC, 1999), em especial as saturadas (LICHTENSTEIN et al., 1998),
mas um ponto de interesse € a relacao com o diabete melito tipo 2 (MARSHALL et al., 1991).
Em ratos alimentados com excesso de gordura, ja se observou desenvolvimento de obesidade
(SEGUES et al., 1994; GIANOTTI et al., 1988; SCLAFANI e SPRINGER, 1976; STORLIEN et
al., 19806) e reducio na a¢do insulinica sistémica, muscular e em adip6eitos (GRUNDLEGER
e THENEN 1982; MILLER ef al., 1985; STORLIEN et al., 1986; STORLIEN et al., 1996;
ROCCHINI ef al., 1997; HAN et al., 1997; WILKES et al., 1998; PAGLIASSOTTI et al.,
1997). Apesar de bem menos estudado, também ja foram observadas alteracoes no pancreas
enddcrino em consequéncia do consumo cronico de dietas hiperlipidicas, com prejuizo na
producio e na secrecao de insulina pela célula-beta (RUGGERI, 1999). Trabalhos em huma-
nos demonstraram que ambas ingestio de gordura total e ingestio percentual de dcidos
graxos saturados apresentaram correlacdes positivas com a insulinemia de jejum e pos-
prandial, mesmo com os ajustes estatisticos para adiposidade (PARKER et al., 1993). Essas
correlacdes positivas foram atenuadas quando ajustadas estatisticamente para a presenca
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de sedentarismo (MAYER, 1993). O estudo da hiperinsulinemia é de grande interesse
para a comunidade cientifica, uma vez que esta alteracio hormonal aparenta ser a causa
de intimeras doencas metabdlicas (DEFRONZO e FERRANNINI, 1991).

O comportamento alimentar também pode determinar alteracdes metabdlicas,
principalmente quando se considera a freqiéncia de ingestdo alimentar. Em estudos
transversais, ja foi demonstrado que o aumento nessa freqiiéncia estd associado a
diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de colesterol (EDELSTEIN et al., 1992) e
demais lipidios plasmaticos (MANN, 1997). Além disso, a frequéncia alimentar, exclu-
indo-se os efeitos da ingestio calorica, parece estar inversamente relacionada com a
adiposidade (METZNER, 1977). O padrio de ingestao copioso, com grandes volumes
e baixo fracionamento, demonstrou aumentar a lipogénese (BRAY, 1972; FABRY et al.,
1964; KNITTLE, 1966) e o peso corporal (BRAY, 1972; DALOSSO ef al., 1982; LEVEILLE,
1972), apesar de nao influenciar os gastos energéticos (BELLISLE et al., 1997; LEVEILLE,
1972; VERBOEKET-VAN DE VENNE et al., 1993). No entanto, autores defendem que o
comportamento alimentar quanto 2 freqiiéncia de ingestiao nao pode ser considerado um
dos maiores determinantes da obesidade (BELLISLE, 1997, SUMMERBELL et al., 1995).

Na década de 30, ELLIS (1934) sugeriu que o aumento na freqiiéncia alimentar
seria vantajoso na administracio de insulina e glicose em casos de diabete melito. Foram
encontradas diferencas metabdlicas significativas em homens que consumiam 3 (ou
menos) refeicoes por dia ou 5 (ou mais): no primeiro grupo a presenca de excesso de
peso, hipercolesterolemia e tolerincia a glicose diminuida foi muito maior (FABRY et
al., 1964). As baixas variacdes insulinémicas parecem ser a protecdo contra as alteracoes
metabodlicas lipidicas e de carboidratos numa dieta fracionada (JENKINS et al., 1989;
JENKINS et al., 1992; JENKINS et al., 1995; JENKINS et al., 1997; WOLEVER, 1990), apesar
de estudos em animais demonstrarem melhor tolerancia a glicose em resposta a alimen-
tacao esporddica (LEVEILLE e CHAKRABARTY, 1968; ROMSOS e LEVEILLE, 1974). O
modelo experimental com ratos vem sendo bastante utilizado para o estudo dos efeitos
metabolicos dos comportamentos alimentares em relacdo a frequiéncia alimentar. Sabe-se
que os ratos siao biologicamente animais com alto fracionamento da dieta (12,3 refeicoes

por dia, segundo MILLER et al, 1994), mas se adaptam rapidamente ao padrao copioso.

O estudo da freqiiéncia alimentar ainda requer trabalhos futuros. Apesar dos indi-
cativos listados sobre os beneficios da ingestao fracionada, estudos em longo prazo nio
foram conduzidos. O maior intervalo de tempo estudado foi de 4 semanas, sendo que
ha estudos de apenas 1 dia. Curiosamente, a maior producio cientifica nesse assunto
foi entre as décadas de 60 e 70. Além disso, a freqiiéncia alimentar reduzida aliada a
dietas com composicoes inadequadas, como as hiperlipidicas, foram pouco estudadas.
Tal associacio reflete um habito do estilo de vida moderno e parece repercutir signifi-
cativamente sobre desvios metabdlicos de grande relevincia para a saide publica do
pais. Assim sendo, o presente trabalho objetivou combinar freqiiéncia alimentar e dietas
hiperlipidicas cronicamente e avaliar respostas metabdlicas quanto a tolerancia a glicose

e acumulo de gordura corporal, conforme descrito a seguir.
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OBJETIVOS

Comparar a ingestao alimentar, o ganho de peso, a composi¢cdo corporal quanto ao
conteido de gordura e o desenvolvimento de intolerancia a glicose em ratas submetidas
cronicamente a dietas hiperlipidicas ou hipolipidicas associadas ou nio ao comporta-

mento alimentar com freqiiéncia reduzida de ingestao alimentar;

MATERIAL E METODOS

Animais e Protocolo Experimental: A amostra dos experimentos foi composta
de ratas fémeas Wistar, uma vez que ratas fémeas apresentam maior eficiéncia lipogé-
nica em relacio aos ratos machos (SCLAFANI, 1992), sabendo que as variacdes no ciclo
estral seriam minimizadas pelo longo tempo de intervencio (8 semanas). Os animais
foram mantidos no biotério do Laboratério de Nutricao e Metabolismo Aplicado a Ati-
vidade Motora da Escola de Educacio Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo,
com ciclo claro escuro invertido, com livre acesso a agua e racio comercial (Labina,
Ralston Purina do Brasil, Sao Paulo/SP). O experimento teve inicio quando os animais
atingiram a idade adulta, sendo entio mantidos nas mesmas condicdes, porém em
gaiolas individuais e divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais que diferen-
ciaram quanto a composiciao da dieta e a freqiiéncia de ingestio alimentar, conforme

descrito no quadro 1.

O experimento teve duracao de 8 semanas e cada grupo foi composto de cinco
animais. Os animais dos grupos C24h e HL24h tiveram livre acesso as suas dietas e 0s
animais dos grupos C2h e HL2h tiveram acesso as suas respectivas dietas apenas 1 vez
ao dia, durante duas horas seguidas, das 12:00 as 14:00. A racao consumida pelos grupos
controle foi comercial, semelhante a consumida na fase de crescimento dos animais. A
formulacio da dieta hiperlipidica foi realizada no Laboratério de Nutricio da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, onde também se procedeu a

analise bromatologica desta, revelando a seguinte composicao por 100g:

* Racao comercial: 55,2% de carboidratos e fibras; 22,7% de proteinas; 4,2% de
lipidios.

* Hiperlipidica: 52,6% de carboidratos e fibras; 20,4% de proteinas; 20,5% de lipi-
dios.

A principal fonte de gorduras utilizada foi a banha de porco, a qual sabidamente
possui elevada quantidade de 4acidos graxos saturados. A composicao desta racio hiper-
lipidica reproduziu o padrio de alimentacdo da dieta ocidental ja observado anterior-
mente em nossos estudos com mulheres obesas brasileiras (FRANCISCHI et al 1999b).
A fonte de proteinas utilizada na formulac¢io da racio hiperlipidica foi a caseina e a de
carboidratos foi o amido de milho. Para garantir aporte de vitaminas, foram adicionados
10g/kg de suplemento vitaminico para animal de laboratério (Rhoster, Vargem Grande
Paulista/SP).
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Houve acompanhamento didrio do crescimento ponderal dos animais e das quan-
tidades de racao consumidas por cada animal. Decorrida a intervencao dietética, os ani-
mais foram sacrificados por concussao cerebral apds 4 horas de privacao alimentar, com
apenas 4agua a disposicio.

Métodos analiticos: Para a estimativa da captacio de glicose sistemicamente,
foram realizados testes de tolerincia oral a glicose (OGTT) em cada animal cinco dias
antes do sacrificio com metodologia descrita anteriormente (ISHIDA et al, 1996). ApGs o
sacrificio, foram dissecados e pesados os tecidos adiposos marrom e branco (retroperitoneal
e corpo adiposo), figado e amostras de musculo esquelético com fibras do tipo vermelha
(soleo) e mista (gastrocnémio). Foram calculados os seus respectivos pesos relativos ao peso
corporal e os tecidos foram utilizados para determinacio do conteddo lipidico total segundo
metodologia descrita (STANSBIE et al., 1976). Toda a carcaca restante também foi separada e
homogeneizada para determinaciio do contetdo lipidico segundo a mesma metodologia.

Anilise dos dados: Objetivando comparar as médias entre os 4 experimentais e
testar a significincia das diferencas entre elas, foram realizados testes de anilise de varidncia
(ANOVA) e testes a posteriori (post-hoc LSD-planned comparison). O niimero de repeticoes
testadas dependeu do nimero de animais utilizados para cada parimetro avaliado, sendo
informado em cada tabela ou figura o n de cada grupo. Todas as andlises estatisticas foram
efetuadas com o software STATISTICA for Windows versao 5.0 (StatisticaStatSoft, Inc. (1995).
[Computer program manuall. Tulsa, OK: StatSoft, Inc., 2325 East 13th Street, Tulsa, OK 74104).
O nivel de significincia foi determinado em p < 0,05.

RESULTADOS

O figura 1 ilustra a variacdo no peso corporal no inicio e apés as 8 semanas de
intervencio dietética em cada grupo experimental. O grupo HL24h apresentou o maior
peso corporal, sendo que ambos grupos com baixo fracionamento atingiram o mesmo
peso, inferior aos animais com alimentacao “ad libitum”.

Interessante € comparar esse resultado com as médias de consumo alimentar, tanto
para os valores de peso de raciao ingerida (g/dia) como para o consumo energético
(kcal/dia) apresentados no figura 2. Em gramas, os grupos com dieta hiperlipidica ingeri-
ram menos racdo. No entanto, ao calcular esses valores de acordo com a densidade
energética ingerida (kcal/dia), essas diferencas desapareceram, permanecendo apenas
as diferengas no tocante a freqiiéncia de ingestao: os grupos com apenas 2h de acesso
ao alimento ingeriram menos calorias que os animais com livre acesso. Estas diferencas
mantiveram-se semelhantes quando corrigidas pelo peso corporal (dados nao apresen-
tados).

A tabela 2 apresenta os pesos de cada tecido dissecado relativos ao peso corporal
final. Pode-se notar que o figado dos animais controle foi maior do que os que con-
sumiram dieta hiperlipidica. Os resultados dos musculos esqueléticos (soleo e gastro-
cnémio) demonstraram pesos semelhantes em todos os grupos. Tanto o tecido adiposo
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retroperitoneal (TARP), o corpo adiposo (CA) e o tecido adiposo marrom (TAM) foram
maiores no HL24h. Comparando entre os grupos com apenas 2h didrias de alimentacio,
observa-se que a alimentacido hiperlipidica garantiu TARP, CA e TAM cerca de duas vezes
maiores do que no controle. Nos animais com alto fracionamento da dieta (24h), essa
diferenca em funcio da alimentacio hiperlipidica foi cerca de trés vezes, com excecao
do TAM, que se apresentou semelhante entre os grupos HL2h e HL24h e entre os grupos
C2h e C24H, sendo maior nos grupos com dieta hiperlipidica.

Tabela 1 Composi¢do da dieta e sua freqiiéncia de ingestio segundo grupo expe-

rimental
Grupos Composicao da dieta Freqiiéncia de ingestio alimentar
CONTROLE 24 HORAS Hipolipidica (ragio comercial) Ad libitum - (C24H)
HIPERLIPIDICA 24 HORAS Hiperlipidica Ad libitum - (HL24H)
CONTROLE 2 HORAS Hipolipidica (ragio comercial) 1 vez/dia - (C2h)
HIPERLIPIDICA 2 HORAS Hiperlipidica 1 vez/dia - (HL2h)
Tabela 2 Peso (média * desvio-padrdo) dos tecidos dissecados (figado, muscu-

los soleos, musculos gastrocnémios, tecido adiposo retroperitoneal (TARP),
corpo adiposo (CA) e tecido adiposo marrom (TAM)) relativos ao peso cor-

poral anterior ao sactificio (mg de tecido/g peso corporal) em cada grupo

experimental®:
Figado  Soéleo Gastro TARP CA TAM
Grupos®

(mglg) (mgly) (mgly) (mglp)  (mgly)  (mgy)
C2h Média 31,63 0,79 12,52 6,46 7,36 1,09°#
(n=5) Desvio padrio 2,51 0,11 0,52 1,75 5,16 0,39
HL2h Média 28,86 0,77 12,67 1599° 15,33 2,01#
(n=5) Desvio padrdio 429 0,07 1,17 523 411 0,59
(24h Média 30,90" 0,77 12,19 10,26" 11,72 1,27
(n=5) Desvio padrdo 2,00 0,13 0,46 3,34 2,34 0,30
HL24h Média 25,17 0,78 11,67 30,24 30,21 1,99
(n=5) Desvio padrio 1,77 0,07 0,66 9,85 7,26 023

&: C2h: controle intermitente (n=5); HL2h: hiperlipidica intermitente (n=5); C24h: controle fracio-
nado (n=5); HL24h: hiperlipidica fracionada (n=5).

*: p <0.01 em relacao ao grupo HL24h

** . p <0.05 em relacao ao grupo HL24h

#: p <0.05 em relacao ao grupo HL2h

## : p <0.05 em relacao ao grupo C24h
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Tabela 3 Glicemia (mg/dL; média * desvio-padrio) a cada 30 minutos do teste

oral de tolerincia a glicose em cada grupo experimental®* ao final do expe-

rimento

Grupos
C2hmédia

HL2hmédia

C24hmédia

HL24hmédia

Média
desvio-padrio
Média
desvio-padrio
Média
desvio-padrio
Média

desvio-padrio

minutos
0 30 60 90
65,4 89,45 87,8 75,00
6,1 6,1 188 6,0
75,27 117,0 90,2 82,47
12,5 18,0 12,6 79
572 130,8 80,8 63,6™
7,7 10,8 18,0 19,2
61,0 1143 94,5 80,3
2,2 16,9 73 81

120
644
6,2
784"
52
60,8
87
82,0
6,5

&: C2h: controle intermitente (n=5); HL2h: hiperlipidica intermitente (n=5); C24h: controle fracio-
nado (n=5); HL24h: hiperlipidica fracionada (n=5).
* p<0,05 em relacao ao HL2h para o mesmo intervalo de tempo;

**: p<0,05 em relacio ao C24h para o mesmo intervalo de tempo;

#*: p<0,05 em relacao ao HL24h para o mesmo intervalo de tempo;
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& C2h: controle intermitente (n=5); HL2h: hiperlipidica intermitente (n=5); C24h: controle
fracionado (n=5); HL24h: hiperlipidica fracionada (n=5).
: p < 0,05 em relacao ao grupo HL24h

Figura 3 Conteido (média

+ erro-padrio) de gorduras extraidas das carcacas (mg

gordura/g carcaca) dos animais em cada grupo experimental®
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A quantidade de lipidios incorporados na carcaca dos animais HL2h foi semelhante
a dos grupos C24H e HL24h (figura 3). Apenas o grupo C2h teve essa incorpora¢io menor
quando comparada ao grupo HL24h. Considerando a incorporacgio lipidica nos tecidos
adiposos (grifico 4), nota-se que HL2h apresentou o mesmo teor no corpo adiposo que 0s
grupos HL24h e C24h, significativamente maior que o grupo C2h. Quanto a incorporacio
de gorduras no tecido adiposo retro-peritoneal (figura 4), mais uma vez observou-se maior
acimulo de gordura nos animais alimentados com dieta hiperlipidica, sendo que HL2h
apresentou grande eficiéncia para incorporacio de gordura, semelhante a HL24h.

A tabela 3 apresenta os valores de glicemias obtidos durante o teste de tolerancia
oral a glicose. Pode-se notar nitida melhora na tolerancia a glicose nos animais alimenta-
dos esporadicamente (2h) (minutos 30, 90 e 120). Além disso, percebe-se que os animais
com ingestdo hiperlipidica apresentaram valores glicémicos mais altos que os animais
controle, revelando piora na tolerancia (minutos 90 e 120). Com excecao da glicemia no
minuto 0, as curvas entre os grupos HL2h e HL24h foram semelhantes. Ressalta-se que a
maior concentracdo glicémica no minuto 0 foi no grupo HL2h.

DISCUSSAO

N

Este trabalho objetivou avaliar a freqiéncia de ingestio alimentar aliada a dieta
hiperlipidica no desenvolvimento de obesidade e de intolerancia a glicose em ratas.
Ao contrario do esperado, em que a baixa freqiiéncia de ingestao levaria ao aumento
de peso corporal (BRAY, 1972; DALOSSO et al., 1982; FABRY e TEPPERMAN, 1970;
LEVEILLE e HANSON, 1965), ao final das 8 semanas de intervenc¢ao a baixa freqiiéncia
de ingestao determinou menores pesos corporais do que a ingestio “ad libitum”. No
entanto, quando o consumo alimentar de animais com baixo fracionamento da dieta foi
inferior ao observado em animais “ad libitum”, outros autores também notaram menor
ganho de peso em funcio da alimentacio intermitente (BELDA, 1987a; BELDA, 1987b;
ROMSOS e LEVEILLE, 1974; STEVENSON et al., 1964). Assim, os resultados obtidos
em nosso experimento quanto a ingestdo alimentar justificam o menor peso corporal
em animais com apenas 2h didrias de acesso ao alimento, que ingeriram consideravel-
mente menos alimento por dia. De fato, quando camundongos submetidos a alimenta-
¢ao esporadica alimentaram-se com quantidades isocaléricas a animais com livre acesso
ao alimento, os primeiros apresentaram maior ganho de peso e acimulo de gordura
(KERWICK e PAWAN, 1966).

O menor consumo alimentar nos animais com baixo fracionamento da dieta jus-
tifica-se pelo curto intervalo de tempo em que houve alimento a disposicdo (apenas
2 horas por dia), insuficiente para atingir a ingestao nos animais com oferta “ad libi-
tum”. Quanto a composicio da dieta, notou-se menor consumo (em g/dia) nos animais
com ragdo hiperlipidica, em relacio aos seus respectivos controles para a freqiiéncia
de ingestdo. Isso ocorreu em virtude da diferenca na densidade energética de cada
racao (comercial: 350 kcal/100g; hiperlipidica: 476 kcal/100g), sendo que os dois grupos
“24h” e os dois grupos “2h” igualaram entre si os respectivos consumos energéticos (em
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kcal/dia). Esta capacidade de regular a ingestao caldrica é um fino ajuste no balan¢o
energético que ratos Wistar possuem biologicamente.

As diferencas no consumo alimentar garantiram diferentes composicoes corporais
nos animais. O figado, com peso relativo maior nos animais controle, pode ter um menor
teor de glicogénio (e consequientemente de dgua) nos animais com dieta hiperlipidica, ja
que as reservas deste substrato sao diretamente proporcionais ao contetido de carboidra-
tos da alimentacao (BERGSTROM et al., 1967). Os resultados dos musculos esqueléticos
(séleo e gastrocnémio) demonstraram que, mesmo em funcio de considerdvel restricio
no consumo alimentar, os animais com alimentacio intermitente mantiveram a integri-
dade da massa muscular.

O padrao mais interessante observado nestes animais refere-se aos tecidos adipo-
sos, que foram maiores no grupo HL24h. Comparando com seu controle (C24h), com
a mesma ingestao energética e com apenas diferencas no teor lipidico, notou-se que o
fator limitante no estoque de gordura corporal nio foi o conteido energético, e sim o
de lipidios. Entre os grupos com alimentacio esporiddica, também se observou que a
alimentacao hiperlipidica (HL2h) garantiu estoques de tecido adiposo maiores do que no
controle (C2h), revelando que mesmo frente a um consumo energético extremamente
reduzido, os animais com a alimentacdo hiperlipidica infrequente (HL2h) conseguiram
estocar gordura corporal na mesma propor¢io que os animais C24h, sendo que o TAM
do grupo HL2h foi praticamente idéntico ao do grupo HL24h (com ingestio muito
maior).

Além disso, a quantidade de lipidios incorporada na carcaca dos animais HL2h
foi estatisticamente semelhante ao grupo C24h e HL24h. Considerando a incorporacio
lipidica no corpo adiposo, também se observou que HL2h apresentou o mesmo teor
que os grupos C24h e HL24h, significativamente maior que o grupo C2h. Alids, como
visto anteriormente, este ultimo, o grupo C2h, apresentou a mesma ingestao energética
média que o grupo HL2h. A incorporacio lipidica no TARP também revelou eficiéncia no
estoque em animais com dieta hiperlipidica, sendo que a combinac¢ao desta com a baixa
freqiéncia de ingestao (HL2h) garantiu reservas de gordura corporais semelhantes ao
HL24h, que possuiram uma ingestao energética 62% maior que HL2h. Conclui-se assim
que o grupo HL2h teve uma grande eficiéncia em estocar os lipidios da dieta na forma
de gordura corporal.

A literatura claramente traz informacdes sobre a eficiéncia da lipogénese em
func¢ido de uma alimentacao copiosa ou da ingestdo hiperlipidica. Referindo-se primeira-
mente ao componente hiperlipidico, € extremamente importante o balanco de gorduras
no organismo, e nao apenas o balanco energético, e nossos dados reforcam esse con-
ceito. Nao s6 os totais de energia ingerida e gasta regulam a quantidade dos estoques
corporais (FLATT, 1987; FLATT, 1995; MELBY et al., 1998; PRENTICE, 1998; SWINBURN
e RAVUSSIN, 1993; TREMBLAY et al., 1994). O balanco de cada macronutriente parece
possuir um rigoroso controle para ajustar seu consumo com sua oxidacdo (e vice-versa)
e manter um estado de equilibrio: o balanco de nitrogénio e de carboidratos é facilitado
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pela capacidade do organismo em ajustar as taxas de oxidacio de aminodcidos e de
glicose, respectivamente, em relacido aos seus consumos alimentares (FLATT, 1987). No
caso das gorduras, esse ajuste € bem menos preciso e 0 aumento no seu consumo Nao
estimula a sua oxida¢ao. Entdo, o organismo aumenta os estoques de gordura corporal
(FLATT, 1987).
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& C2h: controle intermitente (n=5); HL2h: hiperlipidica intermitente (n=5); C24h: controle
fracionado (n=5); HL24h: hiperlipidica fracionada (n=5).
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Figura 4 Contetido (média + erro-padrao) de gorduras extraidas dos tecidos adiposos
(corpo adiposo e tecido adiposo retro-peritoneal) (mg gordura/g carcaca) dos ani-
mais em cada grupo experimental®:

Dietas hiperlipidicas ja comprovadamente levaram ao excesso de gordura corporal
em macacos, caes, suinos, esquilos, hamsters e ratos (WEST e YORK, 1991), com ou sem
associacio de hiperfagia. Os efeitos metabdlicos responsaveis por este quadro podem
estar relacionados aos desvios metabdlicos que levariam 2 intolerancia 2 glicose em con-
sequiéncia do excesso de peso e da alimentacdo rica em lipidios, que sio caracterizados
pelos prejuizos na acao e na secrecio da insulina cronicamente.

Discutindo o papel da freqiiéncia de ingestao alimentar sobre a lipogénese, nossos
dados estao de acordo com o ji observado na literatura (BRAY, 1972; DALOSSO et al.,
1982; FABRY et al., 1964; KNITTLE, 1966; LEVEILLE, 1972). Os mecanismos que o con-
sumo intermitente poderia induzir para garantir essa eficiéncia energética consideram a
hipertrofia intestinal e maior absorc¢io de glicose; aumento na atividade da maquinaria
enzimatica responsavel pela lipogénese e pelos processos anabdlicos em geral (FABRY e
TEPPERMAN, 1970; LEVEILLE, 1972), considerando também o aumento na insulinemia e
aumento na sensibilidade 2 insulina no tecido adiposo (FABRY e TEPPERMAN, 1970).
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Nossos dados apontam melhora na tolerdncia a glicose nos animais alimentados com
baixa freqtiéncia de ingestio e piora nos animais com ingestao hiperlipidica, embora a maior
glicemia de jejum tenha sido observada em HL2h. Enquanto a alimentacio rica em gorduras
predispoe tanto individuos como animais ao diabete melito (GRUNDLEGER e THENEN
1982; MAYER et al., 1993; MILLER et al., 1985; STORLIEN et al., 1986; STORLIEN ef al.,
1996; ROCCHINI et al., 1997; HAN et al., 1997; WILKES et al., 1998; PAGLIASSOTTI et al.,
1997; PARKER et al., 1993; RUGGERI, 1999), a alimentac¢io infrequente parece causar preju-
izos para as respostas insulinémicas e o metabolismo em geral apenas em humanos (JENKINS
et al., 1989; JENKINS et al., 1992; JENKINS et al., 1995; JENKINS et al., 1997, WOLEVER,
1990), ja que em animais essa mesma alimentacio parece ser benéfica para o metabolismo
de carboidratos (FABRY e TEPPERMAN, 1970; LEVEILLE e CHAKRABARTY, 1968; ROMSOS e
LEVEILLE, 1974).

As possiveis explicacoes dos autores para essa melhora na tolerdncia a glicose
recaem sobre a insulinemia: a maior concentracao de insulina nos animais com alimen-
tacdo intermitente e a maior sensibilidade do tecido adiposo a esta, mesmo em funcao
da maior absorc¢ao intestinal de glicose, garantem melhor tolerancia a glicose e maior
susceptibilidade a lipogénese (ROMSOS e LEVEILLE, 1974). Uma hipétese a ser discutida
quanto a melhora na tolerincia a glicose em animais com baixo fracionamento da dieta é
que ainda nao houve tempo suficiente para o desenvolvimento da sindrome metabdlica
nestes animais, uma vez que ha grandes chances de que estas altas concentracdes insu-
linémicas levem cronicamente a faléncia da célula-beta e a resisténcia a insulina. Defeitos
na secrecio de insulina tém sido recentemente ressaltados como de suma importincia
para o desenvolvimento da intolerincia a glicose: atualmente acredita-se que, para o
desenvolvimento completo do diabete melito, ambos defeitos na secrecao e na acao
da insulina devam ocorrer simultaneamente (DEFRONZO, 1997), ja que mesmo em pre-
senca de resisténcia a insulina o pancreas pode super compensar este defeito. A hiper-
glicemia somente se manifesta a partir do momento em que o pancreas nio ¢ mais
capaz de sustentar as altas taxas secretorias de insulina, levando a faléncia da célula beta
(DEFRONZO, 1997).

Assim, considerando as fases de desenvolvimento do diabete melito, parece que
estes animais com alimentacao intermitente ainda estao no estagio inicial, e um estudo
mais prolongado pode observar o inicio da intolerdncia a glicose, que € observado
em humanos com baixa freqiiéncia de ingestio alimentar. O trabalho de CURI e HELL
(1986), comparando as adaptacoes metabdlicas apds 4 semanas e apos 20 semanas em
ratos divididos em livre acesso ao alimento ou com apenas 2h de acesso didrio a racao
revelou que, apos 4 semanas, a glicemia entre os grupos ainda nao foi estatisticamente
diferente, porém apés 20 semanas de consumo intermitente, os animais com apenas 2h
de acesso ao alimento apresentaram glicemia de jejum 26,7% maior. De fato, um estudo
original (SANTOS et al., 1989) sobre as respostas do piancreas enddcrino em func¢io
de diferentes comportamentos alimentares revelou que a baixa freqiiéncia de ingestao
prejudica a funcio normal da célula-beta.
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Estudos futuros especificos das alteracdes na sensibilidade periférica a insulina e
do funcionamento pancreitico serio importantes para melhor caracterizar a evolucao
de distarbios metabdlicos em resposta a estes comportamentos alimentares. Além disso,
estudos com ingestdo alimentar pareada entre os grupos com diferentes freqiiéncias de
ingestao alimentar também serao necessarios para melhor elucidar a eficiéncia energética
consequiente das alteracoes na freqiiéncia de ingestio e na composicao da dieta.

CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que os maiores estoques de gordura corporal
foram mais dependentes do alto teor lipidico da dieta e da baixa freqiiéncia alimentar do
que da ingestdo energética. A tolerancia a glicose apresentou-se prejudicada em resposta
a alimentacio hiperlipidica cronica, mas estes resultados em conseqiiéncia da freqién-
cia alimentar ainda nio siao conclusivos. Assim, percebe-se que alteracdes metabdlicas
decorrentes destes comportamentos alimentares, bastante presentes no habito moderno,

podem estar envolvidas e devem ser avaliadas em estudos futuros.
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Seis bidrolisados de leche en polvo des-
natado fueron preparados con el objetivo de
producir formulaciones dietéticas. Para eso, fué
utilizada una protease de A.oryzae (AO), ais-
lada o en asociacion con la papaina (PA),
en diferentes tiempos de reaccion y relacion
enzima.substrato (E:S). El interés de ese trabajo
estd asociado al estudio de la distribuicion de
los peptides, en esas muestras, de acuerdo com el
tamano de las cadenas, como criterio de evalua-
cion de la cualidad nutricional. Inicialmente,
los hidrolisados fueron fraccionados por croma-
torafia liquida de alta eficiéncia de exclusion
molecular (SE-HPLC) y para la cuantificacion de
los componentes de las fracciones cromatografi-
cas, fué utilizado el método rapido de la Area
Corrigida de la Fraccion (ACF). Los resultados
indican que el bidrolisado de leche en polvo des-
natado obtido com la asociacion de las enzi-
mas AO y PA, en las proporciones de 1% y 2%,
respectivamente, en relacion a la cuantidad de
leche en polvo desnatado, con 5b de incubacion
a 50 °C, produjo el mejor perfil peptidico, o sea,
mayor proporcion de di- yy tripeptides y menor
proporcion de aminoacidos libres.

Palabras clave: formulacione
dietética, perfil peptidico,
fenilcetonuria, hidrolise
enzimatica, leche en polvo
desnatado, papaina, protease
de Aspergillus oryzae
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Seis bidrolisados de leite em po des-
natado foram preparados visando a produ-
cdo de hidrolisados protéicos para uso em
Sformulacoes dietéticas para fenilcetontiri-
cos. Para isso utilizaram-se uma protease
do Aspergillus oryzae (AO), isoladamente
ou em associacdao com a papaina (PA),
em diferentes tempos de reacdo e relacdo
enzima:substrato (E:S). O interesse deste
trabalbho estd associado ao estudo da dis-
tribuicdo dos peptidios nestas amostras,
de acordo com o tamanho da cadeia,
como critério de avaliacdo de sua quali-
dade nutricional. Inicialmente, os bhidroli-
sados foram fracionados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de exclusdo mole-
cular (SE- HPLC) e, para a quantificacdo
dos componentes das fracoes cromatogrdfi-
cas, empregou-se o mélodo rdpido da Area
Corrigida da Fracdo (ACF). Os resultados
indicam que o bidrolisado de leite em po
desnatado obtido com a associagcdo das
enzimas AO com a PA nas proporgoes de
1% e 2%, respectivamente, em relacdo a
quantidade de leite em po desnatado, com 5
b de incubagcao a 50 °C, produziu o melbor
perfil peptidico, a saber, maior proporcdo
de di- e tripeptideos e menor proporgdo de
aminodcidos livres.

Palavras-chave: formulagio
dietética, perfil peptidico,
hidroélise enzimatica,
fenilcetonuria, leite em po
desnatado, papaina, protease
do Aspergillus oryzae
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INTRODUCAO

Desde 1940, os hidrolisados protéicos vém sendo utilizados com finalidades tera-
péuticas para a manutencao do estado nutricional de pacientes com restricbes de
proteinas ou aminodcidos em sua dieta. O emprego destas preparacdes enzimaticas
apresentou expressivo crescimento ao longo dos ultimos anos, tanto por seus aspectos
nutricionais e clinicos, como pela melhoria das propriedades funcionais das proteinas
(CANDIDO, 1998; LEONIL et al., 2000). Assim, os hidrolisados de proteinas tém sido
usados na fabricacio de alimentos especiais para recém-nascidos prematuros, em férmu-
las para criancas que apresentam diarréia, gastroenterite, ma-absorcao e fenilcetonuria
(SMITHERS e BRADFORD, 1991; CLEMENTE, 2000). Além disso, sio empregados na
suplementacio de dietas para idosos, na nutricao de esportistas e em dietas para controle
de peso (FROKJAER, 1994).

O valor nutricional dos hidrolisados estd diretamente relacionado 2 natureza da
proteina de origem, que deverd ser de alto valor nutricional, e ao método de hidrolise
que possibilite a obtencio de misturas de peptidios com pesos moleculares diferentes
(GRIMBLE et al., 1986; SILVESTRE et al., 1994a,b).

Varios trabalhos tém comparado a absor¢cao de aminoacidos originados da hidr6-
lise enzimatica de proteinas com uma mistura equivalente de aminodacidos livres. A velo-
cidade de absorcio intestinal de aminoacidos é consideravelmente maior nas solucoes
contendo di- e tripeptideos ou proteina parcialmente hidrolisada, do que nas solucdes
contendo apenas aminoacidos livres (ADIBI e MORSE, 1971; ADIBI e SOLEIMANPOUR,
1974; KEOHANE et al., 1985; BOZA et al., 1995; SYNOWIECKI et al., 1996). O estudo do
mecanismo de absor¢io intestinal de aminoacidos e de pequenos peptidios revela que a
taxa de absorcio de aminoacidos livres € menor do que aquela dos pequenos peptidios,
sugerindo que na absorcio de di- e tripeptideos a competicio entre aminodcidos, que
compartilham o mesmo sistema de transporte, seja parcial ou completamente eliminada
(GRIMBLE et al., 1986; CLEMENTE, 2000).

Alguns autores tém usado diferentes enzimas, em diferentes condicdes hidroliti-
cas na obtencao de hidrolisados protéicos especiais para a nutricao de fenilcetontricos
(KITAGAWA e al., 1987; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI e IDZIAK, 1993;
KASAI et al., 1994; OUTINEN et al., 1996; TESMER et al., 1998; ETZEL e MADISON, 1999).
Entretanto, em nenhum destes trabalhos foi realizada uma avaliacio dos hidrolisados
em funcio do seu perfil peptidico para quantificar os oligopeptideos dos hidrolisados.
Esta etapa seria importante visto que a qualidade nutricional e a imunogenicidade de um
hidrolisado estd diretamente relacionado ao teor de grandes, médios, di- e tripeptideos
além dos aminodcidos livres (GRIMBLE et al., 1986; SILVESTRE ef al., 1994a,b).

Nosso interesse pelos hidrolisados protéicos, relaciona-se ao preparo de formula-
coes dietéticas para fenilcetonuricos. Este trabalho representa o primeiro passo nesta
direcao e consiste em caracterizar o perfil peptidico de hidrolisados protéicos. Assim,
uma protease do Aspergillus oryzae foi utilizada, isoladamente ou em associacao com a
papaina, em diferentes condicoes de reacao, para hidrolisar o leite em p6 desnatado e
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produzir hidrolisados protéicos com perfil peptidico adequado para fins dietéticos, ou
seja, maior propor¢ao de di- e tripeptideos e menor de aminodcidos livres. Os hidrolisa-
dos foram fracionados por cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusio molecular
(SE-HPLO) e os peptidios e os aminodcidos livres quantificados pelo método riapido da
Area Corrigida da Fracio (ACF) desenvolvido por SILVESTRE et al. (1994 a, b).

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usado no fracio-
namento dos hidrolisados protéicos consistiu de uma coluna cromatografica PHEA
[poli-(2-hidroxietilaspartamida)-silical, 250 X 9,4 mm, Sum e 200 A (PolylC, Columbia,
MD, EUA), uma bomba isocritica e um detector espectrofotométrico em UV-VIS (série
HP1100, Waldbronn, Alemanha), acoplado a um computador com software HPchemsta-
tion (Avondale, EUA). As amostras foram liofilizadas no liofilizador Free Zone, modelo
77500, Labconco (Kansas City, MI, EUA). A pancreatina, a tripsina, a protease tipo XXIII
do Aspergillus oryzae (P-4032), o fenol cristalino, o 4cido cloridrico e trietanolamina
(grau HPLC) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EUA). A papaina foi gen-
tilmente doada pela BIOBRAS (Montes Claros, MG, Brasil). O leite em p6 desnatado
da marca Gléria (Itaperuna, RJ, Brasil), sem adi¢io de vitaminas ou sais minerais, foi
comprado em um supermercado de Belo Horizonte. A dgua, para uso no cromatografo,
foi purificada pelo Sistema de Purificacio de Agua Aries (Vaponics, EUA). As membra-
nas de celulose, para filtracao das amostras (0,20 um) e dos solventes (0,45 wm), foram
adquiridas da Sartorius (Alemanha).

As fracoes foram coletadas no sistema Spectra/Chrom®, CF1 Fraction Collector
(Houston, EUA). A anilise de aminoacidos foi realizada em coluna de cromatografia de
fase reversa (C18) Pico Tag® — Waters (Massachusetts, EUA), HPLC com detector espec-
trofotométrico de comprimento de onda variavel e computador Cromatopac — CR4A
Shimadzu (Kyoto, Japao). A hidrdlise acida foi realizada em tubos de borosilicato Pyrex
(Corning, New York, EUA).

O fenilisotiocianato e a solu¢io padrao de aminoacidos foram adquiridos da Pierce
(Rockford, EUA). O acido férmico, o alcool etilico (grau HPLC), o dlcool metilico (grau
HPLC) e o acetato de sédio foram adquiridos da Merck (Whitehouse Station, NJ, EUA);
a acetonitrila (grau HPLC) foi adquirida da Baker Analysis (Phillipsburg, NJ, EUA) e o
nitrogénio foi adquirido da White Martins (Sao Paulo, BrasiD).
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METODOS
PREPARO DA CURVA PADRAO

Para quantificar os peptidios e os aminodcidos livres nos hidrolisados protéicos de
leite em p6 desnatado, foi desenhada uma curva padrio constituida da Area Corrigida da
Fracao (ACF) versus o conteido de aminoacidos das fracoes separadas por SE-HPLC dos
hidrolisados-padrao como descrito por SILVESTRE et al. (1994b) e MORATO et al. (2000).

PREPARO DOS HIDROLISADOS-PADRAO DE LEITE EM PO DESNATADO

Cinco hidrolisados-padrio foram preparados, de acordo com o método descrito
por SILVESTRE et al. (1994a). As solucdes de leite em pd desnatado preparadas em
tampao fosfato 0,01mol/L (pH 7,5), contendo em 1% (p/v) de proteina, foram, inicial-
mente, pré-aquecidas em banho-maria a 80 °C por 10 min. A seguir, a temperatura foi
ajustada para 37 °C, e as enzimas, pancreatina ou tripsina foram adicionadas em quanti-
dades (p/p) para se obter a relacao enzima:substrato (E:S) desejada (Tabela 1). As incu-
bacdes foram realizadas em diferentes intervalos de tempo (Tabela 1) e as hidrolises
foram interrompidas abaixando o pH para 2,5 com a adicio de acido férmico p.a. Os
hidrolisados-padrao assim preparados foram, entdo, liofilizados. As outras condicdes das
reacOes estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1  Condigées hidroliticas empregadas na preparagio dos hidrolisados-

padrio de leite em p6 desnatado

E:S (%) Tempo de hidrolise
Hidrolisados P T (h)
P1 4 — 06
P2 0,5 = 02
P3 0,5 = 06
T1 — 0,5 15
T2 — 4 02

Relacio E:S = Relaciao enzima:substrato; P= pancreatina; T= tripsina

FRACIONAMENTO DOS HIDROLISADOS-PADRAO

O fracionamento dos hidrolisados-padrao foi realizado por SE-HPLC em coluna
PHEA, como descrito por SILVESTRE et al. (1994b). As amostras liofilizadas foram dissol-
vidas em quantidades suficientes para preparar solucdes a 0,4% (p/v), em solucao de
acido férmico 0,05 mol/L (pH 2,5) e cromatografadas a temperatura ambiente, sob con-
dicoes isocraticas, a um fluxo de 0,5 mL/min durante 35 min. A fase mével foi filtrada,

55



LOPES, D. C. F; SILVA, V. D. M.; MORAIS, H. A.; SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S.; SILVESTRE, M. P. C. Hidrolisados enzimaticos
de leite em p6 desnatado como fonte de oligopeptideos para formulacées dietéticas. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian
Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.51-70, dez., 2002.

em membrana de 0,45 um, e sonicada imediatamente antes do uso. A deteccio dos picos
cromatograficos foi realizada em trés comprimentos de onda: 230, 280 e 300 nm, cada
hidrolisado foi cromatografado dez vezes e quatro fracoes (F1-F4) foram coletadas apos
cada cromatografia, sendo F1 de 14,4 a 18,9 min; F2 de 18,9 a 224 min; F3 de 224 a
23,4 min e F4 de 23,4 a 33 min. O solvente foi removido, de cada fracao, em evaporador
Centrivap (Labconco, EUA).

ANALISE DE AMINOACIDOS

Uma aliquota de cada fracio dos hidrolisados coletada na cromatografia em
SE-HPLC, foi evaporada, e hidrolisada em HCL 5,7 mol/L a 110 °C por 24 h. Apés a
hidrdlise, os solventes e componentes volateis foram removidos por centrifugacio na
centrifuga Speed Vac (Unequip, EUA), a 50 °C por 15 min. Para neutralizar qualquer
acido residual que tenha ficado no tubo, acrescentou-se a cada tubo 20 uL da solucio
de ressecagem (metanol:agua:trietilamina — 2:2:1) os tubos foram agitados em Vortex
(Ika, EUA) e, em seguida, o material foi novamente seco na Speed Vac a 50 °C por 15
min. Para a derivatizacio das amostras, foi preparada uma solucio misturando-se etanol,
agua, trietilamina e fenilisotiocianato (PITC) na proporcio de 7:2:1:1, respectivamente.
A cada tubo contendo o material evaporado, foram adicionados 20 ulL desta solucio
e, apos homogeinizacio, os tubos foram deixados a 25 °C por 20 min. O excesso de
reagente foi removido por centrifugacao na centrifuga Speed Vac a 25 °C durante uma
hora. Cada amostra derivatizada seca foi dissolvida em 150 uL de tampdo acetato de
s6dio 0,14 mol/L (pH 7,5), contendo 5% (v/v) de acetonitrila. A seguir, 20 ul. de cada
amostra foi cromatografada em fase reversa a 40 °C com um fluxo de 1 mL/min. As
concentracoes de triptofano foram determinadas apenas nas fracoes nao hidrolisadas.

CaLcuLo pa Area Corrigipa pA Fracio (ACF)

A ACF foi determinada pelo método desenvolvido por SILVESTRE et al. (1994b),
baseado na multideteccio das fracdes em trés comprimentos de onda (230, 280 e 300
nm). Considerando que a absorc¢io a 230 nm da tirosina e do triptofano € superior a
dos outros aminoacidos, é necessario se fazer uma correcio da area das fracdes (ACF),
eliminando-se a interferéncia destes dois aminoacidos. Para tal, faz-se a corrida dos cro-
matogramas nestes trés comprimentos de onda e, posteriormente, através de cilculo,
chega-se a ACF. Finalmente, a ACF foi relacionada ao teor de aminoacidos das fracoes
obtendo-se, assim, a curva padrio.

PREPARA(;AO DOS HIDROLISADOS TESTES DE LEITE EM PO DESNATADO

As solucdes de leite em p6 desnatado preparadas a 0,35% (p/v) (conteido corres-
pondendo 2 concentracao protéica de 0,25%) em tampao fosfato 0,01 mol/L (pH 6,0),
foram, inicialmente, aquecidas a 80 °C por 10 min. A seguir, a temperatura foi reduzida
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a 50 °C, por meio do banho de gelo, e as enzimas, uma protease do Aspergillus oryzae
(AO) isoladamente ou em associacio com a papaina (PA), foram adicionadas em quan-
tidades suficientes para se obter as relacoes E:S desejadas (Tabela 2). As hidrolises
foram, entdo, interrompidas pela reducio da temperatura para 10°C (banho de gelo).
Em seguida, os hidrolisados foram liofilizados. As outras condi¢cdes das reacdes estao
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 Condigdes hidroliticas empregadas no preparo dos hidrolisados testes

de leite em p6 desnatado

Tempo de hidrolise E:S (%)
Hidrolisados (h) AO PA
H1 AO (1h) + PA (4h) 1 2
H2 AO (2h) + PA (8h) 1 2
H3 AO (5h) + PA (20h) 1 2
H4 AO (15h) + PA (10h) 1 2
H5 AO (5h) 1 —
H6 AO (1h) + PA (4h) 10 20

E:S = Relacdo enzima:substrato; AO= protease do Aspergillus oryzae; PA= papaina

A escolha das condicoes de reacdo para a preparacio dos hidrolisados testes,
baseou-se no seguinte critério: o hidrolisado H3 tomado como referéncia, reprodu-
zindo as condic¢oes hidroliticas usadas por LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) que possi-
bilitaram, ao autor, a maior remocio de Phe. Nos demais hidrolisados as condicoes
foram modificadas, reduzindo-se o tempo de acio das enzimas (hidrolisados H1, H2
e H4), elevando-se a relacao E:S (hidrolisado H6) ou empregando-se apenas uma das
enzimas (hidrolisado H5).

FRACIONAMENTO E QUANTIFICAGAO DE PEPTIDIOS E AMINOACIDOS LIVRES DOS HIDROLISADOS
TESTES DE LEITE EM PO DESNATADO

Os hidrolisados testes foram fracionados pelo mesmo procedimento descrito para
os hidrolisados-padrao. A quantificacao dos peptidios e dos aminoacidos livres presentes
nos hidrolisados testes foi realizada pelo método ripido da Area Corrigida da Fraciao
(ACF) segundo SILVESTRE et al. (1994b). A partir dos valores da ACF, as quantidades
dos peptidios e dos aminodcidos livres foram determinados por interpolacdo grifica na
curva padrao.
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ANALISE EsTATiSTICA

Todas as determinacdes analiticas foram realizadas em triplicata. Para as determi-
nacoes das diferencas entre as médias e dos conteidos de aminoacidos das fracoes
cromatograficas dos hidrolisados de leite em p6 desnatado foram realizadas a Analise
Fatorial e o Teste de Duncan. Na determinaciao da diferenca entre as médias das areas
dos picos da Phe nos hidrolisados de leite em p6 desnatado foram realizadas a Analise
de Variancia (ANOVA fator Ginico) e o teste de Duncan. A regressao linear foi usada para
a curva padrao. (GOMES, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS-PADRAO

FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - EXCLUSAO MOLECULAR
(SE-HPLC)

A titulo de exemplo, o perfil cromatografico do hidrolisado padrao P1 esta apresen-
tado na Figura 1. Os hidrolisados-padrio foram separados em quatro fracoes (F1 - F4) por
SE-HPLC (Figura 1. A fracao 1 corresponde aos peptidios contendo mais que 7 residuos
de aminodacidos; a fracao 2, de 4 a 7 residuos de aminodcidos; a fracao 3, di- e tripetideos
e a fracdo 4 contendo os aminodacidos livres, como descrito anteriormente (SILVESTRE et
al., 1994b, MORATO et al., 2000; CARREIRA et al, 2001; MORAIS et al, 2002).
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Figura 1 Petfil cromat6grafico do hidrolisado padrio P1. Condicdes: Coluna PHEA
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(250 x 9,4 mm, 5 um e 200 A — PolylC), 6h de hidrdlise com pancreatina em

tampao fosfato de sédio, pH 7,5, E:S = 4% a 37 °C. Deteccao das fracoes em 230

nm. F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminodcidos); F2: médios peptidios (4

a 7 residuos de aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos livres. Y =

pico da tirosina, W = pico do triptofano.



LOPES, D. C. F; SILVA, V. D. M.; MORAIS, H. A.; SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S.; SILVESTRE, M. P. C. Hidrolisados enzimaticos
de leite em po6 desnatado como fonte de oligopeptideos para formulagoes dietéticas. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian
Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.51-70, dez., 2002.

CURVA PADRAO

A curva padrio do método da Area Corrigida da Fracio (ACF), apresentada na
Figura 2, é composta pelos valores de ACF versus as quantidades de aminoacidos livres
resultantes das hidrolises dcidas das fracdes cromatogrificas provenientes dos hidroli-
sados enzimaticos do leite em p6 desnatado. Foram usados os valores de ACF das
quatro fracdes cromatograficas isoladas da coluna SE-HPLC. Foi obtida uma correlagcio
de 0,9583 (P < 0,001), muito proxima das correlacdes de 0,9858 (P < 0.001) e 0,9845 (P
< 0,001) obtidas por SILVESTRE et al. (1994b) e MORATO et al. (2000), respectivamente,
para as curvas padroes resultantes de trabalhos com a caseina.
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Figura 2 Curva padrio para a quantificacio dos teores de peptidios e aminoacidos livres
nas fracdes cromatograficas dos hidrolisados de leite em p6 desnatado. ACF = Area
Corrigida da Fracao.

CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS TESTES DE LEITE EM PO
DESNATADO

FracionameEnTO EM SE-HPLC

O pertfil cromatogrifico do hidrolisado H1, a 230 nm, esta apresentado na Figura
3. Como pode-se observar, foram separadas quatro fracdes cromatogrificas (F1 — F4).
Os ultimos dois picos (Y e W) na fracio 4, correspondem 2a tirosina e ao triptofano,
respectivamente.
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Figura 3 Perfil cromatogrifico do hidrolisado teste H1. Condicoes: Coluna PHEA (250
X 9,4 mm, 5 um e 200 A — PolylC), 1h de hidrélise com a protease do Aspergillus
oryzae (relacio E:S = 1%) mais 4h de hidrélise com a papaina (relacio E:S = 2%)
em tampao fosfato de sodio, pH 6,0, a 50 °C. Detec¢iao das fracoes em 230 nm.
F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminodcidos); F2: médios peptidios (4 a 7
residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos livres. Y = pico
da tirosina, W = pico do triptofano.

Diferentes técnicas tém sido utilizadas no fracionamento de peptidios em hidro-
lisados protéicos. A maioria refere-se ao fracionamento de peptidios com massa mole-
cular superior a 1000 Da. Dentre estas técnicas destacam-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE), a cromatografia de
exclusio molecular (SEC), a HPLC capilar e de troca de ligante (LEMIEUX e AMIOT,
1990; ADACHI et. al., 1991; ARMSTEAD e LING, 1991; AUBRY ef. al., 1992; DAVIS e LEE,
1992; VISSER et al., 1992; ZHANG et. al., 1992; GALLAGHER ef al., 1993; PARRADO et.
al., 1993; PEREA et. al., 1993).

Estas técnicas tém demonstrado uma série de inconvenientes, tais como, interacdes
secunddrias (eletrostdticas ou hidrofébicas) entre os solutos e a fase estaciondria e a ine-
ficiéncia para separar pequenos peptidios (VERNEUIL et a/., 1990; LEMIEUX et al., 1991,
GOLOVCHENKO et al., 1992). Outros autores como LEMIEUX e AMIOT (1990) e DAVIS
e LEE (1992), respectivamente, relataram a dificuldade de separar os peptidios de acordo
com o tamanho da cadeia, tendo observado uma superposicao de pesos moleculares
empregando a SE-HPLC ou a HPLC capilar.

Entretanto, a técnica de SE-HPLC utilizada no presente trabalho, mostrou ser efi-
ciente na caracterizacdo de hidrolisados protéicos, especialmente quando o interesse
esta voltado para o fracionamento de peptidos de baixas massas moleculares, ou seja,
inferiores a 1000 Da (SILVESTRE et al., 1994a, LEONIL et al., 2000; MORATO et al., 2000,
CARREIRA ef al., 2001a, b; MORAIS et al., 2002).
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QUANTIFICA(;AO DE PEPTIDIOS E AMINOACIDOS LIVRES DOS HIDROLISADOS TESTES

O teor de peptidios e aminoacidos livres nas fracdes cromatograficas dos hidroli-
sados testes estd apresentado na Tabela 3. Observa-se uma semelhanca, do ponto de
vista nutricional, no perfil peptidico dos hidrolisados de H1 a H5, com ligeira superiori-
dade para H1, que apresentou o menor teor de aminodcidos livres. Neste sentido, fica,
também, evidenciada a vantagem, embora pequena, do emprego da protease do Asper-
gillus oryzae (AO) em associacio com a papaina (PA) (hidrolisado H1) sobre a sua a¢io
isolada (hidrolisado H5).

Considerando-se os diversos fatores citados por GONZALEZ-TELLO (1994), que
devem ser avaliados em um hidrolisado protéico para uso em dietas especiais, pode-se
concluir que, os melhores resultados foram obtidos para os hidrolisados H1, H2, H3, H4
e H5, uma vez que apresentaram maiores teores de di- e tripeptideos (média de 14%) e
peptidios com massa molecular média de 500 Da (média de 38%) e, além disso, baixa
porcentagem de aminodcidos livres (média de 27%).

Ressalta-se, ainda, na Tabela 3, que o hidrolisado H6 apresentou o menor teor de
grandes peptidios mas, por outro lado, possui uma quantidade de aminoacidos livres
bem mais elevada que os demais hidrolisados. Além disso, o H6 foi o mais pobre em
médios e di- e tripeptideos. Por tudo isto, este hidrolisado pode ser considerado o que
apresenta o perfil peptidico mais desvantajoso, do ponto de vista nutricional, como
também no aspecto econdmico, uma vez que a quantidade de enzimas empregada no
seu preparo € dez vezes maior que a dos demais hidrolisados. Entretanto, o seu teor
elevado de aminoacidos livres poderia levar a uma maior remocao de Phe. Assim sendo,
esta preparacio deve também ser testada quanto ao desenvolvimento de formulacdes
dietéticas para fenilcetonuricos.

Comparando-se os resultados da Tabela 3 com os obtidos em outros trabalhos, nos
quais uma enzima de origem microbiana foi empregada isoladamente e em associacio
com outra enzima, verifica-se uma certa semelhanca. Assim, CHATAUD et al. (1988) rela-
taram a superioridade da associacao enzimatica da tripsina com duas enzimas de origem
bacteriana, em relacio a acido isolada da tripsina, obtiveram um hidrolisado contendo
75% de di- e tripetideos (F3). CARREIRA et al. (2001b) também obtiveram melhores perfis
peptidicos de hidrolisados de caseina, do ponto de vista nutricional, quando associaram
a pepsina com a tripsina e a subtilisina, do que quando empregaram a pepsina isolada-
mente. Por outro lado, MORATO et al. (2000) observaram que o hidrolisado de caseina
obtido pela acio isolada da subtilisina apresentou melhor perfil peptidico em relacao ao
teor de di- e tripeptideos, se comparado ao hidrolisado obtido através de sua associacio
com a tripsina.

Finalmente, € interessante observar que as alteracdes das condicoes hidroliticas
empregadas por LOPEZ-BAJONERO et al. (1991), foram benéficas (H1) ou desvantajosas
(H6), do ponto de vista nutricional. A seguir, serd apresentada uma andlise detalhada das
diversas condicoes hidroliticas sobre o perfil peptidico dos hidrolisados testes.
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Tabela 3 Teor de peptidios e de aminoacidos livres nas fragdes cromatograficas

dos hidrolisados testes

FRACOES
Hidrolisados F1 F2 F3 F4
H1 26,29 '» 41,72 V2 13,07 1% 18,923/b<
H2 25,62 /2 32,27 ¥ 11,27 12 30,84 ¥4
H3 18,39 L¥P 36,14 12 14,63 12 30,84 24
H4 14,162 36,02 1% 16,24 33,58 %
H5 25,55 37,8014 10,92 %< 25,73 %3P
H6 6,183 18,74 3" 6,55 ¢ 68,73 12

* Os valores sao apresentados em nmoles% (porcentagem do nimero de nmoles das
quatro fracoes). Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por
nimeros iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagio de uma
mesma fracao para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por letras iguais nao dife-
rem entre si a 5% de probabilidade na comparacao de diferentes fracoes de um mesmo
hidrolisado. F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminodcidos); F2: médios peptidios
(4 a 7 aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos livres.

COMPARACAO ENTRE OS DIFERENTES TRATAMENTOS ENZIMATICOS

Nao foram encontrados dados na literatura abordando o perfil peptidico obtido
da hidrdlise enzimatica do leite em p6 desnatado. Este alimento € constituido de uma
mistura de varios nutrientes. Entre as proteinas, cerca de 80% é representado pela
caseina. Portanto, a seguir serdo feitas comparacdes com trabalhos que prepararam o
pertfil peptidico a partir da caseina.

EFeiTo pA RELAGAO E:S

A influéncia da relacao E:S na acao da AO e da PA sobre leite em p6 desnatado
pode ser avaliada na Figura 4.

Aumentando-se dez vezes a relacio E:S das duas enzimas, de 1% para 10% para
AO e de 2% para 20% para PA (hidrolisados H1 e H6, respectivamente), observou-se
uma alteracio significativa no contetido de todas as fracdes cromatograficas, produzindo
um perfil peptidico de qualidade nutricional inferior. Houve diminuicao dos niveis de
médios, di- e tripeptideos, assim como aumento do teor de aminoacidos livres. A Uinica
alteracao vantajosa, do ponto de vista nutricional, refere-se ao decréscimo no contetido
de grandes peptidios (Tabela 3). Este grande aumento da E:S, ao invés de promover a
hidrélise dos grandes e médios peptidios a di- e tripeptideos, levou a hidrélise destes a
aminoacidos livres. Isto poderia estar associado, pelo menos em parte, ao fato de que
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a 10% e 20%, levou apenas a pequena formacao de di- e tripeptideos contendo fenilala-
nina como segundo aminodcido, a partir da por¢ao carboxi-terminal, os quais, de acordo
com LENIER (1974) e REED (1975), nao serviriam de substratos para a acao da papaina.
Além disto, este aumento da relacido E:S seria inadequado, do ponto de vista econdmico,
devido ao custo, principalmente das enzimas, se for considerado uma producio em larga

escala.

8

&

\a 90 A a
g 804 OH1 1
g 701

g B HG6

e ~ 60+

S g a

g —d >0 b !

& g 40 1 b

S 2 304 2

i c

= 204

G 101 2

£

g 0 T T :

s F1 F2

R

Fracdes Cromatograficas

Figura 4 Teor de aminoacidos das fracoes cromatogrificas de hidrolisados de leite em
p6 desnatado, obtidos da acao associada da protease do Aspergillus oryzae e da
papaina: efeito da relaciao E:S. H1: 1% e 2%; H6: 10% e 20%. F1: grandes peptidios
(> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptidios (4 a 7 residuos de aminoa-
cidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoicidos livres. Os resultados representam
a média das triplicatas. Médias indicadas por nimeros iguais nio diferem entre
si a 5% de probabilidade na comparacio de uma mesma fracio para diferentes
hidrolisados. Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 5% de pro-
babilidade na comparacao de diferentes fracoes de um hidrolisado.

Outros trabalhos também relataram o efeito da relacio E:S sobre os teores de
peptidios em hidrolisados protéicos sendo que, em alguns casos, os resultados foram
benéficos e, em outros, prejudiciais para o perfil peptidico. Assim, LOOSEN et al (1991)
testaram o emprego da subtilisina na hidrolise da caseina, variando-se a relacdo E:S de
1 a 4%, obtendo os melhores resultados empregando-se a relacio E:S de 2%, que levou
a obten¢ao de um hidrolisado contendo 75% de di- e tripeptideos e apenas 5% de ami-

nodacidos livres.

MORATO et al (2000) estudaram a acao da subtilisina isoladamente, e associada a
tripsina, sobre a caseina. O aumento da relacio E:S de 2% para 4% para a subtilisina,

usada isoladamente, apresentou alteracio significativa em todas as fracdes, com um
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decréscimo dos teores de grandes peptidios e aminoicidos livres, e um aumento do
conteido de médios e também de di- e tripeptideos. Porém, quando usaram a subtilisina
associada a tripsina sobre a caseina, ao aumentar a relaciao E:S das enzimas de 2% para
4% para a subtilisina e de 10% para 20% para a tripsina, estes autores obtiveram uma alte-
racao desvantajosa do perfil peptidico dos hidrolisados, uma vez que houve um decrés-
cimo no contetdo de di- e tripeptideos enquanto que as outras fracdes mantiveram-se
constantes. CARREIRA et al (2001b), ao utilizar a caseina como substrato, observaram
que alterando-se a relaciao E:S da pepsina, nas mesmas proporcdes que a tripsina (de 2%
para 4%), nao houve diferenca significativa nas fracoes F1, F2 e F4. Entretanto os autores
observaram um aumento significativo na fracio F3 (di- e tripeptideos) de 2% para 10%.
MORAIS et al (2002) aumentaram a relacao E:S da papaina, de 2% para 4%, e obtiveram
alteracoes em todas as fracdes cromatograficas, produzindo um hidrolisado de caseina
com perfil nutricional de pior qualidade, com reducdo do teor de F3 de 20% para 9% e
um aumento no teor de aminoacidos livres de 7% para 29%.

GONZALEZ-TELLO (1994), por outro lado, contradiz estes resultados quando
afirma que uma alteracio na relacio E:S nao exerce qualquer influéncia na distribuicao
de peptidios nas fracdes cromatograficas de hidrolisados protéicos. Existem relatos na
literatura que confirmam esta observacio. Assim, FREITAS et al. (1993) nao obtiveram
alteracao do perfil cromatografico de um hidrolisado de caseina, ao aumentar 3,7 vezes
a concentracio de pancreatina. Segundo os autores, este limite aparente na hidrdlise da
caseina, poderia estar relacionado, pelo menos em parte, a sua seqii€ncia de aminodaci-
dos e a especificidade das enzimas empregadas. Apesar destes resultados concordarem
com a afirmacio de GONZALEZ-TELLO (1994), uma explicacio para isso seria a de que
os suportes cromatograficos, empregados por FREITAS et al. (1993) foram ineficientes
para a separacao de peptidios, de acordo com o tamanho da cadeia, especialmente de
di- e tripeptideos (KOPACIEWICZ e REGNIER, 1982; LEMIEUX et al., 1991).

EFEITO DO TEMPO DE AGAO DAS ENZIMAS
AUMENTO DO TEMPO DE ACAO DE APENAS UMA ENZIMA (PROTEASE DO ASPERGILLUS ORYZAE)

O efeito do aumento do tempo na ac¢io da AO sobre o leite em p6 desnatado esta
apresentado na Figura 5. Mantendo-se o tempo total de reacado em 25h, estudou-se o
efeito do aumento do tempo da acao da AO, com a consequiente reducio do tempo de
acdao da PA.

Quando o tempo de atuacio da AO foi aumentado de Sh (H3) para 15h (H4),
nota-se uma pequena melhora no perfil peptidico, uma vez que o teor de grandes pep-
tidios foi reduzido de 18,39% para 14,16%. Entretanto, ndo houve alteracdo significativa
nos teores das outras fracoes (F2, F3 e F4).

MORATO et al (2000) estudaram o tempo de a¢ao da subtilisina (de origem micro-
biana) e da tripsina sobre a caseina. Quando a subtilisina foi adicionada antes da tripsina,
o aumento do tempo de acio da primeira enzima de Smin para 2h30m foi prejudicial, pois
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ocasionou um aumento no teor de grandes peptidios e uma reducio do conteudo de
di- e tripeptideos, porém, o teor de aminoacidos livres manteve-se constante. Aumen-
tando-se ainda mais o tempo de atuacio da subtilisina, de 2h30m para 4h55m, melhorou
o perfil peptidico, considerando-se a elevacio do contetido de pequenos peptidios (de
12% para 19%).

Em outro estudo, sobre o aumento do tempo de acdo de apenas uma das enzi-
mas, CARREIRA et a/.(2001a) alteraram a ordem de adicdo da pepsina e da tripsina,
aumentando-se o tempo apenas da pepsina. Quando a pepsina foi adicionada antes da
tripsina, o aumento do tempo de acdo da pepsina de 2h para 3h, levou a um aumento
nos teores de grandes peptidios e uma diminuicao no conteddo de médios peptidios e
de aminoacidos livres. Os teores de di- e tripeptideos ndo variou. Assim, o aumento do
tempo de acdo da pepsina nao melhorou o perfil peptidico destes hidrolisados. Quando
a tripsina foi adicionada antes da pepsina, houve, também, um efeito negativo no valor
nutricional, uma vez que, o aumento do tempo de acio da pepsina de 2h para 3h levou
a uma reducio significativa no teor de di- e tripeptideos (de 24% para 5%).

Estes resultados sugerem, que, nem sempre o aumento do tempo de acao da
enzima pode ser benéfico para o perfil peptidico. Torna-se importante, um estudo deta-
lhado para cada caso, avaliando-se também as vantagens e desvantagens do ponto de
visto econémico.

AUMENTO DO TEMPO DE AGAO DAS DUAS ENZIMAS (PROTEASE DO ASPERGILLUS ORYZAE E
DA PAPAINA)

O efeito do aumento do tempo na acio da AO e da PA sobre o perfil peptidico
do leite em p6 desnatado estd apresentado na Figura 6. Observa-se que dobrando-se
o tempo de acao das duas enzimas, de 1h para 2h (AO) e de 4h para 8h (PA), hidroli-
sados H1 e H2, respectivamente, nao favoreceu o perfil peptidico, do ponto de vista
nutricional, uma vez que levou a um aumento (em quase 40%) de aminoacidos livres,
uma reduciao de médios peptidios e niao houve alteracdes nos teores de grandes, e de
di- e tripeptideos. Aumentando-se, ainda mais, o tempo de acao das duas enzimas, de
2h para 5h (AO) e de 8h para 20h (PA), hidrolisados H2 e H3, respectivamente, pro-
duziu uma pequena melhora do perfil peptidico, ja que houve uma reducio dos teores
de grandes peptidios. CARREIRA et al. (2001a) empregaram a pepsina e a tripsina na
hidrélise da caseina. Estes autores mostraram que quando a pepsina foi adicionada
antes da tripsina, o aumento no tempo de ac¢do da pepsina de 1h para 2h e da tripsina
de 2h para 3h, provocou uma redugdo nos teores de grandes peptidios, um aumento
dos teores de médios peptidios e de aminoicidos livres e nio houve diferenca em
relacio aos niveis de di- e tripeptideos. Nas outras condicoes estudadas, nas quais a
pepsina foi a segunda enzima a atuar, o aumento de 1h para 2h no tempo de acao
desta enzima e de 2h para 3h no tezmpo de acio da tripsina, nao apresentou qualquer
vantagem do ponto de vista nutricional, uma vez que resultou em uma elevacio do
teor de aminoacidos livres.

65



-

LOPES, D. C. F; SILVA, V. D. M.; MORAIS, H. A.; SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S.; SILVESTRE, M. P. C. Hidrolisados enzimaticos
de leite em p6 desnatado como fonte de oligopeptideos para formulacdes dietéticas. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian
Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP. v.24, p.51-70, dez., 2002.

40 a b a
- 1 1 1
2 O H3 .
|7 -
£ * W H4 !
g8 30
& o

S 25 b ¢
g 1 2 d 7
S8 2. 1
s & 1
ggo 15 4
)
=1 10 4
]
& g 5

5

0 . . .
F1 F2 F3 F4

Fracdes Cromatograficas

Figura 5: Teor de aminoicidos das fracdes cromatograficas de hidrolisados de leite em
p6 desnatado, obtidos da ac¢do associada da protease do Aspergillus oryzae (AO)
e da papaina (PA): efeito do aumento do tempo de acao da AO. H3: 25h (5h
AO + 20h PA); H4: 25h (15h AO + 10h PA). F1: grandes peptidios (> 7 residuos
de aminoacidos); F2: médios peptidios (4 a 7 residuos de aminodcidos); F3: di- e
tripeptideos; F4: aminoacidos livre. Os resultados representam a média das tripli-
catas. Médias indicadas por nimeros iguais nio diferem entre si a 5% de probabi-
lidade na comparaciao de uma mesma fracio para diferentes hidrolisados. Médias
indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade na compa-
racio de diferentes fracoes de um hidrolisado.

Estes resultados indicam que, pelo menos nestes casos, o aumento do tempo de
aciao das enzimas nao produz melhora significativa no valor nutricional dos hidrolisados
que, na maioria das vezes, é até reduzida. Além disso, um tempo de reacao hidrolitica
superior a 5h poderia favorecer a multiplicacio microbiana (CHATAUD et al., 1988;
LOOSEN et al., 1991).

CONCLUSAO

A associacio da protease do Aspergillus oryzae (AO) com a papaina (PA) mos-
trou ser ligeiramente mais vantajosa do que a utilizacio da AO isolada, tendo produ-
zido um perfil peptidico mais adequado as necessidades de dietas especiais. Dentre as
associacoes estudadas, a melhor refere-se 2 acio de AO por 1h seguida da PA por 4h.
Considerando-se a semelhanca do perfil peptidico obtido nesta associa¢io com o obtido
pela acao isolada da AO, este Gltimo tratamento, entretanto, apresenta-se mais vantajoso,
do ponto de vista econdmico.
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Figura 6 Teor de aminoacidos das fracdes cromatograficas de hidrolisados de leite em

p6 desnatado, obtidos da acao associada da protease do Aspergillus oryzae e da

papaina: efeito do aumento tempo de acio das duas enzimas. H1: Sh (1h AO + 4h
PA); H2: 10h (2h AO + 8h PA); H3: 25h (5h AO + 20h PA). F1: grandes peptidios (>
7 residuos de aminodcidos); F2: médios peptidios (4 a 7 residuos de aminoacidos);

F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos livre. Os resultados representam a média

das triplicatas. Médias indicadas por nimeros iguais nao diferem entre si a 5% de

probabilidade na comparacio de uma mesma fracio para diferentes hidrolisados.

Médias indicadas por letras iguais nio diferem entre si a 5% de probabilidade na

comparacio de diferentes fracdes de um hidrolisado.
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Estimativa do consumo de EDTA em escolares
Assessment of EDTA intake in schoolchildren

FISBERG, R.M.; TORRES, E.A. F.S.; MORIMOTO, J.M.; FISBERG, M.;
ARAYA L., H.; VERA A., G.; TOSTADO, E.C.; LOYOLA, M.A.A.; GARCIA,
O.P.; ALMEIDA, N.; Assessment of EDTA intake in schoolchildren. Nutrire:
rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP, v.24,
p.71-83, dez., 2002.

EDTA is an additive used in different food products. Current infor-
mation on EDTA consumption by different Latin American populations is
not available. The purpose of this study was to descriptively evaluate EDTA
intake in Brazilian, Chilean and Mexican schoolchildren. A total of 677
children (355 Brazilians, 204 Mexicans and 118 Chileans) from 6 to 13
years of age and attending private schools participated in this study. The
Jfood additive intake was evaluated in Brazil and Chile using a 24-hbour
dietary recall and in Mexico by a food frequency questionnaire. In Brazil,
the main food source of EDTA was margarine (30 %), followed by mayon-
naise (24%) and salad dressings (23 %). In Chile, intake of EDTA sources
came from soda drinks (63 %) followed by juices (14 %). In Mexico, EDTA
intake in school children came mainly from flavored beverages (52 %),
Juices (23 %) and soft drinks (20 %). EDTA intake was 0,18 mg/kg/day in
Brazil; 0,40 mg/kg/day in Chile and 0,48 mg/kg/day in Mexico. In all coun-
tries studied, the levels consumed fell below the accepted daily intake level
of 2.5mg/Kg of body weight/day (FAO/WHO, 1995).
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El EDTA se utiliza como aditivo en dife-
rentes productos alimenticios. Actualmente no
existe informacion sobre el consumo de EDTA
en poblaciones de diferentes paises de América
Latina. El objetivo del estudio fue evaluar de
forma descriptiva la ingestion de EDTA de nirnos
escolares brasilerios, chilenos y mexicanos. Un
total de 677 ninios (355 brasileiios, 204 mexica-
nos y 118 chilenos) entre 6 y 13 anios de edad
de escuelas privadas participaron en el estudio.
La ingesta del aditivo fue evaluada en Brasil y
en Chile por medio de un recordatorio de 24
horas y en México utilizando un cuestionario
de frecuencia de consumo. En Brasil, la prin-
cipal fuente de EDTA fue la margarina (30%),
seguido de la mayonesa (24%) y aderezos para
ensaladas (23%). En Chile, las fuentes de EDTA
de mayor consumo fueron las bebidas gaseosas
(63%), seguidas de jugos embotellados (14%).
En México, el consumo de EDTA en escolares
proviene principalmente de bebidas sin gas
(52%), jugos embotellados (23%) y bebidas
gaseosas (20%). La ingesta de EDTA por kilo-
gramo de peso por dia fue 0,18 mg/kg/dia en
el Brasil, de 0,40 mg/kg/dia en Chile y de 0,48
mg/kg/dia en Meéxico. En los tres paises evalu-
ados, los niveles de consumo estuvieron por
debajo del nivel de ingesta diaria aceptable
de FAO/WHO (1995) de 2,5 mg/kg de peso
corporal/dia.

Palabras-clave: EDTA, aditivo

alimentario, nifios escolares,
ingesta diaria aceptable
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O EDTA é utilizado como aditivo em dife-
rentes alimentos. Atualmente ndo existe infor-
magdo sobre o consumo de EDTA em populagoes
de diferentes paises da América Latina. O obje-
tivo do presente estudo foi avaliar de forma
descritiva o consumo de EDTA em escolares bra-
sileiros, chilenos e mexicanos. Um total de 677
criangas (355 brasileiros, 204 mexicanos e 118
chilenos) entre 6 e 13 anos de idade, de escolas
privadas, participaram do estudo. A ingestdo do
aditivo foi avaliada no Brasil e no Chile atra-
vés de um recordatorio de 24 horas e no México
utilizando um questiondrio de freqiiéncia ali-
mentar. No Brasil, a principal fonte de EDTA
Jfoi a margarina (30 %), seguida da maionese
(24 %) e molhos para saladas (23 %). No Chile,
as fontes de EDTA de maior consumo foram
as bebidas gasosas (63 %), seguidas de sucos
engarrafados (14 %). No México, o consumo de
EDTA, em escolares, foi proveniente principal-
mente de bebidas sem gds (52 %), sucos engar-
rafados (23 %) e bebidas com gds (20 %). O
consumo de EDTA por quilograma de peso por
dia foi 0,18 mg/kg/dia no Brasil, de 0,40 mg/kg/
dia no Chile e de 0,48 mg/kg/dia no México. Em
todos os paises estudados, os niveis encontra-
vam-se abaixo do nivel de ingestdo didria acei-
tavel da FAO/WHO (1995) de 2,5 mg/kg de peso
corporal/dia.

Palavras-chave: EDTA,
aditivos alimentares, escolares,
ingestdo diaria aceitavel
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INTRODUCAO

O EDTA é um aditivo utilizado nos alimentos como antioxidante, conservante,
sinergista ou sequestrante, na forma de seus sais - dissodico (etilenodiaminotetraacetato
dissédico) e cdlcio dissddico (etilenodiaminotetraacetato de calcio e dissédico).

Pela legislacao brasileira seu uso € recomendado e aprovado em limites definidos,
de acordo com o tipo de alimento (Quadro 1).

Do ponto de vista toxicologico, existe a determinacio da ingestiao didria aceitavel
(IDA) de EDTA recomendada pela Organizacao Mundial da Saide (OMS, 1995a) de até
2,5 mg/kg de peso/dia. Portanto, quanto menor for o peso do individuo, menor devera
ser o seu consumo de EDTA por meio dos alimentos, o que implica em que o grupo de
maior exposicao seja o de individuos em idade escolar. O Quadro 2 apresenta a estima-
tiva para criancas de 6 a 11 anos, nos percentis 10, 50 e 90 de peso para idade — segundo
o National Center for Health Statistics - NCHS (OMS, 1995b) — de quanto poderiam estar
ingerindo diariamente de EDTA.

Os sais de ferro de EDTA vém sendo utilizados na fortificacio de alimentos a fim
de combater deficiéncias nutricionais. O complexo NaFeEDTA pode ser uma boa escolha
devido a sua biodisponibilidade, ainda que na presenca de inibidores de ferro. Prova-
velmente, a acio do EDTA seja de manter o ferro na forma Fe III com o aumento do pH,
diminuindo ao maximo a chance de sua reducdo pelo dcido ascorbico e facilitando seu
uso em produtos farmacéuticos ou alimenticios (HEIMBACH et al, 2000; WHITTAKER et
al, 1993).

Em uma recente revisio sobre a prevencio da deficiéncia de ferro através da for-
tificacio, HURREL (1997) destaca sua importancia em paises em desenvolvimento, bem
como a maneira e o tipo de ferro a ser utilizado.

Nos paises latino-americanos, como Brasil, Chile e México, ndo existe informac¢io
sobre a quantidade consumida deste aditivo através dos alimentos. Esta é necessaria com
a finalidade de estabelecer intervalos de seguranca para os usos adicionais de sais de
EDTA, como o sal de ferro EDTA (NaFeEDTA) na fortificacao de alimentos.

Por outro lado, a diversidade da nossa sociedade torna complexa e de alto custo
a estimativa desta ingestio pela populacao, implicando na necessidade de realizar,
inicialmente, estudos descritivos que gerem dados basicos para posteriores estudos de
inferéncia.

Como base inicial de referéncia, parte-se de que criancas de niveis socioecondmi-
cos elevados sio as que consomem em sua dieta uma maior propor¢ao de produtos
manufaturados, entre os quais se encontram os alimentos que, de maneira potencial,
usam em sua formulacio alguma das formas de EDTA como conservante, sendo consi-
deradas como a populaciao de maior risco. Assim, o objetivo deste estudo foi de estimar
a quantidade de consumo do EDTA, em escolares de nivel socioecondmico médio/alto.
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Quadro 1 Categoria de alimentos e a respectiva quantidade maxima de EDTA
permitida segundo a legislacio brasileira, com a fun¢io de seqiiestrante
(BRASIL, 2001; BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c; BRASIL, 1988)

.. . . uantidade maxima
Aditivo Categoria de Alimentos Q

permitida (g/100g)
EDTA cilcio Bebidas n2o alcodlicas gaseificadas 0,0035*
dissédico e nio gaseificadas, prontas para
(etilenodiaminotetra o consumo e preparados liquidos
acetato de célcio , , .
e diss6dico) Molhos emulsionados (incluindo 0,0075*
(INS 385) molhos a base de maionese) e nao
emulsionados, mostarda de mesa,
catchup, maionese, molhos
desidratados, condimentos preparados
Sopas e caldos, prontos para 0,0075*
consumo e desidratados
Goma de mascar ou chicle 0,01
Agua gaseificada 0,0033
Creme vegetal 0,01
Cogumelos em conserva 0,02
Gorduras e compostos gordurosos 0,01
Hortalicas em conservas (batata) 0,01
Hortalicas em conservas (feijao fradinho) 0,015
Margarinas 0,01
EDTA dissédico B?b1das rllfz.to glcoohcas gaseificadas e 0,0035
(etilenodiaminotetra nao gaseiticadas, prontas para
acetato dissodico) o consumo e preparados liquidos
(INS 386) Sopas e caldos, prontos para consumo 0,0075*
e desidratados
Goma de mascar ou chicle 0,01
Cogumelos em conserva 0,02
Hortalicas em conservas (batatas) 0,01
Hortalicas em conservas (feijao fradinho) 0,015
Produtos de frutas 0,01

*produto pronto a ser consumido

METODOLOGIA

Para estimar a quantidade de EDTA consumida por escolares compilaram-se dados
de 3 estudos e foram construidos, a partir desses, graficos para facilitar a anilise dos
resultados.

Os paises analisados foram: Chile, México e Brasil.
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Quadro 2 Ingestido diaria aceitavel (IDA) de EDTA recomendada pela FAO/WHO,
segundo idade, sexo e percentil 10, 50 € 90 de peso para idade

Idade Sexo Quantidade de EDTA (mg/dia)
PP/I1*10 PP/1* 50 PP/1* 90

6 M 20,69 51,72 61,25
7 M 22,85 57,12 69,00
8 M 25,30 63,25 73,25
9 M 28,13 70,32 89,25
10 M 31,44 78,60 102,00
11 M 35,30 88,25 124,00
6 F 19,52 48,80 59,50

F 21,84 54,60 68,00

F 24,84 62,10 79,25
9 B 28,46 71,15 93,00
10 F 32,55 81,37 108,00
11 F 30,95 92,37 123,50

* PP/I = percentil de peso para idade

Fonte pE DADOS
As principais caracteristicas referentes a cada pesquisa sao descritas abaixo.

Brasil. Foram avaliados 355 escolares na faixa etdria de 6 a 11 anos, que freqiien-
tam escolas particulares de nivel socioecondmico médio/alto no municipio de Sao Paulo.
O consumo alimentar de EDTA foi avaliado por meio do método do recordatério de
24 horas, em instrumento proprio elaborado para atender os propdsitos do estudo. O
inquérito foi realizado por meio da apresentacio das embalagens dos produtos que con-
tinham EDTA em sua formulacdo e de outros selecionados como controle. Foram obtidas
informacoes sobre os alimentos, ingeridos no dia anterior, que continham o aditivo em
sua formulacido, suas quantidades e o tipo de preparacao. A estimativa deste consumo
foi realizada através da porcao usual de alimento ingerido (PHILIPPI et al, 1996), multi-
plicada pela quantidade do aditivo contida no mesmo. A quantidade de EDTA nio foi
fornecida pelas empresas, o que tornou necessaria uma estimativa desta quantidade de
acordo com a maxima permitida pela legislacio (GIBNEY e LAMBE, 1996). Foi somado
o consumo de sais de EDTA provenientes de todos os alimentos no dia da crianca. Para
o processamento e andlise dos dados foi utilizado o aplicativo EPI INFO versdo 6.02
(DEAN et al, 1994).

Chile. O estudo foi realizado com 118 escolares de ambos o0s sexos, na faixa etaria
de 6 a 11 anos, freqiientadores de escolas de nivel socioecondémico médio e médio alto.
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O consumo de EDTA foi avaliado por meio do recordatério de 24 horas com vistas aos
alimentos que continham o referido aditivo em sua formulacao. O valor médio dos sais
de EDTA contido em cada alimento foi multiplicado pela quantidade de alimento ingerido,
obtendo-se o consumo de sais de EDTA para cada crianga. Posteriormente, foram somadas
as quantidades de EDTA proveniente de todos os alimentos por dia para cada crianca.

Meéxico. Foram avaliados 204 escolares de ambos os sexos na faixa etdria de 6
a 13 anos, freqientadores de escolas de nivel socioecondmico médio e médio alto. A
estimativa do consumo de EDTA pelos escolares foi realizada por meio do questionario
de freqiiéncia alimentar, com vistas aos alimentos que utilizam o referido aditivo em
sua formulacio. O questiondrio foi aplicado nas criangas e também em suas maes. Para
estimar a disponibilidade de EDTA per capita no mercado nacional foram verificados os
dados oficiais da balanca comercial mexicana, para obter as quantidades de importagcao
e exportacao do aditivo ou produtos que o contenham.

RESULTADOS

No Brasil, Chile e México o EDTA nio ¢ fabricado, tornando necessaria a importa-
cao deste aditivo por parte destes paises. Dados sobre valores de importacio de EDTA
no México siao apresentados através de dados oficiais da Secretaria de Comércio e
Fomento Industrial Mexicana, nos quais pode se observar que este pais ¢ um exporta-
dor decrescente de compostos aminados com fungoes oxigenadoras do tipo do EDTA,
enquanto a importacao de acidos etilenodiaminotri ou tetracetato e seus sais nos Gltimos
dois anos tem aumentado de maneira excepcional, tanto do tipo alimentar como 0s
que niao o siao. Entretanto, supondo que as importacoes de acidos etilenodiaminotri-
ou tetracetatos e seus sais sao dirigidas totalmente a industria de alimentos e estimando
um custo médio de 10 a 12 dolares (dados extra oficiais de fornecedores no México),
pode-se estimar que o pais utilizou em 1997 em torno de 180 toneladas. Estimando-se
a populacio mexicana em 1995 por INEGI era de 91.158.290 habitantes, a disponibi-
lidade per capita do produto importado seria de 0,05 mg/dia aproximadamente. Esta
disponibilidade seria muito baixa e, por isso, nio foi possivel levar em consideracio,
pois devem ser indimeras as causas para esta subestimacio.

No Brasil, o EDTA ¢ utilizado em apenas alguns produtos alimenticios como antio-
xidante ou sequiestrante, que sao eles: maioneses, excecio feita a apenas 1 marca comer-
cial; margarinas, cremes vegetais e halvarinas, na maioria das marcas comerciais; uma
pasta de queijo e uma marca de molho para saladas. Os produtos sio de custo acessivel,
com excecao feita aos molhos para salada, consumidos prioritariamente pela populacio
de nivel socioecondmico médio alto e alto. No México, uma pequena propor¢cao de
alimentos declara o uso de EDTA, significando baixa utilizacio ou omissao deste tipo
de informacgio por questoes diversas. Os alimentos que usam o EDTA em sua formu-
lacao sio molhos para salada, de seis marcas comerciais; mostardas de duas marcas
comerciais; majoneses, trés marcas comerciais; feijoes enlatados, 1 marca comercial;
bebidas refrescantes sem gas; refrescos, sucos engarrafados, catchup. No Chile, o EDTA é
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encontrado como parte da formulacao em bebidas gasosas, sucos, margarina, maionese,
mostarda, catchup, molhos para tempero, picles, crusticeos e moluscos em conserva.
Porém, neste estudo, as marcas comerciais dos produtos nao foram relacionadas.

Tabela 1 Distribuicio percentual do consumo de alimentos que contém EDTA
no Brasil e no México

Alimento Pais
Brasil (%) Meéxico (%)

Margarina 29,7

Maionese 24 3

Molho para salada 22,6

Halvarina 15,9

Creme Vegetal 5,0

Pasta de queijo 2,5

Bebidas refrescantes sem gas _ 51,6
Sucos engarrafados (embotellados) S — 234
Refrescos e 19,7
Catchup, Maionese e Mostarda _— 5,3
Total 100 100

Ao compararmos o Brasil e o México em relacio a participacio percentual de
alimentos que contém EDTA no consumo total (Tabela 1), pode-se observar apenas um
alimento em comum entre os dois paises que contém o aditivo, sendo este a maionese.
Porém, nio foi possivel fazer uma comparacio deste consumo entre os dois paises, pois
no México o consumo de maionese foi somado ao de catchup e mostarda (produtos que
nao contém o aditivo no Brasil), enquanto que no estudo brasileiro a ingestio de cada
alimento estd demonstrada separadamente. No Brasil, o alimento que contém o aditivo
com maior consumo entre os escolares foi a margarina (29,7%), seguida da maionese
(24,3%) e do molho para salada (22,6%), estes dois com percentuais bastante proximos.
Porém, no México, o consumo de mais de 50% dos escolares foi representado pelas
bebidas refrescantes sem gas (51,6%).

Na Tabela 2, pode se observar que apenas a maionese e a margarina si0 comuns
entre os produtos do Brasil e no Chile que contém EDTA. No primeiro, a maionese
representou 15% do consumo total do dia, enquanto que a margarina teve uma partici-
pacido de 6,9%. Entre os chilenos, a maionese teve um percentual de 9,4% e a margarina,
de 8,7%. O alimento que teve maior participacao no total do dia das criancas do Brasil foi
o molho para salada (59,6%), ja no Chile, foram as bebidas com gis que tiveram maior
consumo (63,1%).
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No Brasil, 123 escolares foram avaliados quanto ao consumo de cereal matinal de
milho, dentre os quais, 52,9% consumiam o produto. A Tabela 3 apresenta a estimativa
de consumo de EDTA por uma crianc¢a de 6 anos a partir do presuposto de que todos os
produtos que contém EDTA tenham sido consumidos em um mesmo dia. Para o calculo,
somamos todos os produtos referidos, com as quantidades médias por por¢ao, excecio
feita ao creme vegetal e a halvarina, que sao substitutos da margarina. O valor do con-
sumo de EDTA contido no cereal matinal de milho foi incluido aqui separadamente pois
este alimento nao estava entre os pesquisados no México e Chile. Os valores encontra-
dos representam cerca de 30% da ingestao diaria aceitavel.

Tabela 2 Quantidade média de consumo de EDTA por produto no Brasil e no Chile

Brasil Chile

Produto Quantidade Quantidade

média de DP % do média de DP % do

EDTA total EDTA total

(mg/dia) (mg/dia)
Molho para Salada 8,44 0,00 59,6
Maionese 2,13 1,48 15,0 1,21 1,71 9,4
Margarina 0,97 0,14 6,9 1,12 0,89 8,7
Creme Vegetal 0,95 0,17 6,7
Halvarina 0,94 0,19 6,6
Pasta de Queijo 0,73 0,30 5,2
Bebidas com gis 8,11 13,49 63,1
Sucos 1,82 3,02 14,2
Outros* 0,54 0,99 4,2
Mostarda 0,05 0,14 0,4
Total 14,16 2,28 100 12,85 20,24 100

*Outros: Mariscos, molhos para tempero, maionese, mostarda, catchup e picles incluidos em
preparacdes do almoco ou jantar

O Quadro 3 apresenta o consumo de EDTA por quilograma de peso e por dia
nos trés paises. O Brasil é o pais com menor consumo do aditivo por crianca (0,18
mg/kg/dia), seguido pelo Chile (0,40 mg/kg/dia) e pelo México (0,48 mg/kg/dia), que
teve a maior estimativa de consumo de EDTA. Deve-se ressaltar que o consumo do Brasil
¢ uma simulacio de que a mesma crianca teria ingerido todos os produtos que contém
EDTA num mesmo dia, considerando a média de peso no percentil 50 de peso para
idade de meninos (RENWICK, 1996).

No estudo realizado no México, os dados sobre o consumo de produtos que con-
tinham EDTA em sua formulacdo foram obtidos através de questiondrio aplicado as
criangas e as maes. A ingestao do aditivo estimada através do processamento dos dados
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Tabela 3 Estimativa de consumo de EDTA por um escolar com 6 anos de idade,

no Brasil
Produto Quantidade média de EDTA %IDA
(por porc¢io em mg) M F

Molho para salada 8,44 16,3 17,3
Maionese 2,13 4,1 4.4
Margarina 0,97 1,9 1,9
Pasta de Queijo 0,73 1,4 1,5
Cereal Matinal de Milho 3,00 5,8 6,2
Total 15,27 29,5 31,3

*Presupoe-se que todos os produtos contendo EDTA sejam consumidos em um mesmo dia

Quadro 3 Comparacio entre o consumo médio de EDTA por quilograma
de peso e a porcentagem da IDA, no Brasil, Chile e México

Pais EDTA % L
i IDA
(mg/kg/dia)
Brasil 0,18 7,2
Chile 0,40 16,0
México 0,48 19,2

1 - Ingestdao Diaria Aceitavel = 2,5 mg/kg de peso/dia

Tabela 4 Estimativa do consumo de EDTA segundo informacdes fornecidas pelas
maes dos escolares mexicanos

Alimento %

Bebidas refrescantes sem gas 30,1
Bebidas com gis 27,2
Sucos engarrafados 20,1
Manteiga, margarina, maionese, mostarda e marmelada 13,0
Feijao enlatado 70
Total 97,7

obtidos das maes foi de 0,27 mg/kg de peso corporal/dia, o que representa um pouco
mais de 10% da IDA. As contribuicoes mais importantes para esta estimativa provém dos
seguintes alimentos (Tabela 4): bebidas refrescantes sem gas, 30,1%; sucos engarrafados
20,1%; bebidas com gas, 27,2%; manteiga, margarina, maionese, mostarda e marmelada,
13,0%; e feijoes enlatados, 7,3%. Com estes valores, pode se observar que os dados
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obtidos das criancas apresentaram uma estimativa maior de ingestio do EDTA do que
o valor fornecido pelas maes. A justificativa para este fato seria de que o questionario
aplicado nos escolares focalizava s6 alguns alimentos (aqueles que continham o aditivo),
o que influencia a crianc¢a a exagerar a informacio de consumo destes; ja o questiondrio
das maes, tinha um maior nimero de alimentos podendo se observar a freqiiéncia no
contexto habitual da alimentacio. Adicionalmente se analisaram os dados obtidos das
maes para se determinar a relacio entre freqii€ncia de consumo e alimentos mediante
a técnica estatistica de Andlise por Correspondéncia (GREENACRE, 1987). Esta anilise é
uma técnica estatistica para se mostrar graficamente as associacdes entre os alimentos
e a freqiéncia de consumo. Pode se observar que os alimentos que sio atualmente
regulamentados para a adicao de EDTA sao de freqiiéncia de consumo muito baixa.

DISCUSSAO

O aditivo € importado pelo Brasil, México e Chile, o que torna seu custo inviavel
para utilizacado em muitos produtos alimenticios. Dos alimentos referidos como consumi-
dos pelas criangas, no Brasil os mais comuns sa0 a margarina e maionese, pois o molho
para salada nao é um produto utilizado pela populacio em geral devido ao seu custo e
nao faz parte do consumo habitual na faixa etaria em questao. O molho para salada foi o
produto que apresentou a maior quantidade média consumida devido a alta concentracio
de EDTA por grama de produto. No México, o maior consumo referido foi das bebidas
refrescantes sem gas e ja no Chile, foram as bebidas gasosas que tiveram maior consumo.

Nos trés paises, os estudos foram realizados em criancas pois a chance de que a IDA
de um determinado aditivo seja ultrapassada ¢ maior neste grupo do que em outros. Isto
se explica pelo fato de as criangas terem a mais alta média de ingestio de energia por kg
de peso por dia e a IDA ser expressa com base no peso corporal (LOWIK, 1996).

Nos estudos realizados no Brasil e no Chile, o método do recordatério de 24h foi
escolhido para avaliar o consumo do aditivo apesar da possibilidade de subestimar ou
superestimar o consumo de aditivos em funcio do nimero limitado de dias (LOWIK,
1996). Entretanto, apds a identificagio pelos pesquisadores do pequeno nimero de ali-
mentos que contém o aditivo e na maioria das vezes serem produtos consumidos em
pequenas quantidades, como € o caso das margarinas, optamos pelo recordatério de 24h
que € um método riapido e de baixo custo. Ja o estudo realizado pelos mexicanos utili-
zou o questiondrio de freqiiéncia alimentar por ser um método de custo baixo, simples
e que pode ser preenchido pelo préprio entrevistado, fornecendo como resultado uma
estimativa da porcentagem de consumidores (GIBNEY, 1999).

Os dados obtidos em nosso estudo em relacao a ingestdo de EDTA por quilograma
de peso por dia foi inferior 2 ingestao diaria aceitavel. No Brasil a estimativa de consumo
do EDTA de 0,18 mg/kg/dia corresponde a um valor aproximadamente 14 vezes menor
do que a IDA (7,2%). Ja o Chile registrou o consumo em torno de 16%, 6 vezes menor do
que a IDA (0,40mg/kg/dia), seguido do México que teve a maior estimativa de consumo
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de EDTA, atingindo 0,48 mg/kg/dia, o que representa cerca de 19% da ingestao didria
recomendada (4 vezes menor do que a IDA). Desta forma, niao julgamos necessiria
a avaliacao do consumo alimentar mais acurada em funcio do valor encontrado estar
muito abaixo da IDA (GIBNEY, 1999; LOWIK, 1996). Em nenhum dos trés paises o con-
sumo atingiu os limites propostos pela FAO/OMS, o que demonstra que o consumo do
EDTA é seguro diante dos atuais parametros recomendados aplicados na populacio.

Estudo realizado na populacdo americana, verificou que os valores de ingestio
no percentil 90 de alimentos fortificados com sais de ferro EDTA foram de 1,02 mg de
EDTA/kg de peso/dia em adultos e para criancas com idade entre 1 a 6 anos de 1,93
mg de EDTA/kg de peso/dia, o que representa 41% e 77% da IDA, respectivamente.
Este cilculo de ingestio dos sais de ferro EDTA, além de estar abaixo do parimetro
recomendado, estd superestimado como no nosso estudo, uma vez que para anilise de
ingestao dos sais de ferro EDTA foram considerados os conteidos maximos nos produ-
tos alimenticios disponiveis (HEIMBACH et al, 2000).

A anemia ferropriva €, atualmente, a caréncia nutricional de maior prevaléncia
no mundo, atingindo aproximadamente 1 bilhao de individuos. Os estudos realizados
nos Estados Unidos e pela Organizacao Mundial de Satde revelam que esta doenca é
a principal causa de distirbios de saude e perda da capacidade de trabalho, levando,
consequiientemente, ao deficit econémico.

Estudos realizados em Sao Paulo por SIGULEM et al (1978), MONTEIRO e SZARFAC
(1987), TORRES et al (1994), FISBERG et al (1995) e MONTEIRO et al (2000) evidencia-
ram indices alarmantes de prevaléncia de anemia em criancas menores de 5 anos.

A fortificacao alimentar tem sido vista como a melhor estratégia no combate 2
anemia, uma vez que o alimento escolhido pode atingir diretamente o publico alvo e
nao depende da colaborac¢ao da populaciao escolhida. A dificuldade encontrada na for-
tificacao de alimentos com ferro consiste na escolha do sal de ferro, que deve ter como
caracteristicas nao alterar o sabor; a cor e sofrer a menor interferéncia com os demais
componentes do alimento.

Nossa preocupacdo € a oferta no mercado de produtos fortificados com substan-
cias das quais possam constituir em risco para a populacio infantil.

CONCLUSAO

No Brasil, Chile e México o EDTA nao ¢ fabricado, sendo necessaria a importacao
deste aditivo por parte destes paises. Os alimentos que sao atualmente regulamentados
para adicio de EDTA sao de freqiiéncia de consumo muito baixa.

O estudo realizado permite concluir que na amostra estudada o consumo médio
de EDTA se encontra em niveis mais baixos do que a Ingestio Didria Aceitavel (IDA)
proposta pela FAO/OMS, o que demonstra que o consumo do EDTA é seguro diante dos
atuais parametros recomendados aplicados na populacio.

81



FISBERG, R.M.; TORRES, E.A.FS.; MORIMOTO, J.M.; FISBERG, M.; ARAYA L., H.; VERA A., G.; TOSTADO, E.C.; LOYOLA, M.AA;
GARCIA, O.P; ALMEIDA, N.; Estimativa do consumo de EDTA em escolares. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food

Nutr., Sao Paulo, SP, v.24, p.71-83, dez., 2002.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS/REFERENCES

BRASIL. Ministério da Satde. Agéncia Nacional
de Vigilincia Sanitaria. Resoluciao N° 33,
de 9 de marco de 2001: Regulamento
Técnico que aprova o uso de aditivos
alimentares, estabelecendo suas fungdes
e seus limites mdximos para a categoria
de alimentos 12 — Sopas e caldos. Didrio
Oficial da Unido, Brasilia, 12 de marco
de 2001.

BRASIL. Ministério da Saide. Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria. Resolu¢ao N° 382,
de 5 de agosto de 1999: Regulamento
Técnico que aprova o uso de aditivos
alimentares, estabelecendo suas funcoes
e seus limites maximos para a categoria
de alimentos 13 — Molhos e condimentos.
Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 9 de
agosto de 1999a.

BRASIL. Ministério da Satide. Agéncia Nacional
de Vigilincia Sanitdria. Resolucio N° 387,
de 5 de agosto de 1999: Regulamento
Técnico que aprova o uso de aditivos
alimentares, estabelecendo suas fungdes
e seus limites maximos para a categoria
de alimentos 5 — Balas, confeitos, bom-
bons, chocolates e similares. Didrio Ofi-
cial da Unido, Brasilia, 9 de agosto de
1999b.

BRASIL. Ministério da Saide. Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria. Resolucao N° 389,
de 5 de agosto de 1999: Regulamento
Técnico que aprova o uso de aditivos
alimentares, estabelecendo suas funcoes
e seus limites maximos para a categoria
de alimentos 16.2.2 — Bebidas nio alco6-
licas gaseificadas e ndo gaseificadas.
Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 9 de
agosto de 1999c.

BRASIL. Ministério da Satde. Conselho Nacio-
nal de Sadde. Resolucao N° 04, de 24 de
novembro de 1988: aprova a revisao das
Tabelas I, III, IV e V referente a Aditivos
Intencionais, bem como os Anexos I,
II, 1I, VII, todas do Decreto N° 55.871,
de 26 de marco de 1995. Didrio Oficial
da Unido, Brasilia, 19 de dezembro de
1988.

82

DEAN, A.G.; DEAN, J.A; CULOMBIER, D. Epi
Info, version 6: a word processing data-
base and statistics program for epide-
miology on microcomputers. Centers of
Disease Control and Prevention, Atlanta,
Georgia, 1994.

FISBERG, M.; FERREIRA, A.M.A.; TADDEY,
JA.C; NIZUTANI, L; FARIA, M.,
PELLEGRINI BRAGA, J.A. Anemia and

protein energy malnutrition among
preschool children in Sao Paulo - Brazil.
In: International Congress of Pediatrics,
Annals, Cairo, 1995. p. 52.

GIBNEY, M]J. Dietary methods for estimating
food additive intake. Regul Toxicol
Pharmacol, v.30, p.S31-S33, 1999.

GIBNEY, M.J.; LAMBE, J. Estimation of food
additive intake: methodology overview.
Food Addit Contam, v.13, n.4, p.405-10,
1996.

GREENACRE, M,J. Correspondence Analysis in
practice. London: Academy Press, 1993.
370 p.

HEIMBACH, J.; RIETH, S.; MOHAMEDSHAH,
F.. SLESINSKI, R.; SAMUEL-FERNADO,
P; SHEEHAN, T, DICKMANN, R.;
BORZELLECA, J. Safety assessment of
iron EDTA [sodium iron (Fe3+) ethyle-
nediaminetetraacetic acid]: summary of
toxicological, fortification and exposure
data. Food Chem Toxicol, v.38, p.99-111,
2000.

HURREL, R.F. Preventing iron deficiency through
food fortification. Nutr Rev, v.55, n.0,
p.210-22, 1997.

LOWIK, M.R.H. Possible use of food consump-
tion surveys to estimate exposure to
additives. Food Addit Contam, v.13, n.4,
p.427-41, 1996.

MONTEIRO, C.A.; SZARFAC, S.C. Estudo das
condicdes de satde das criancas do
municipio de Sao Paulo, SP (Brasil),
1984-1985: V-Anemia. Rev Saiide Piiblica,
v.21, p.255-60, 1987.

MONTEIRO, C.A., SZARFARC, S.C., MONDINI,
L. Tendéncia secular da anemia na infan-
cia na cidade de Sao Paulo. Rev Satide
Publica, v.34, Supl., p.S62-S72, dez. 2000.



FISBERG, R.M.; TORRES, E.A.FS.; MORIMOTO, J.M.; FISBERG, M.; ARAYA L., H.; VERA A., G.; TOSTADO, E.C.; LOYOLA, M.AA;;
GARCIA, O.P; ALMEIDA, N.; Estimativa do consumo de EDTA em escolares. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food

Nutr., Sao Paulo, SP, v.24, p.71-83, dez., 2002.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Eva-
luation of certain food additives
contaminants. Geneva: WHO,1995a
(Technical Report Series, 859).

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Physical

status: the use and interpretation of

anthropometry. Geneva: WHO, 1995b
(Technical Report Series, 854). 452 p.

PHILIPPI, S.T., SZARFARC, S.C.; LATTERZA,
A.R. Virtual Nutri (software) versiao 1.0,
for Windows. Departamento de Nutricao
da Faculdade de Satde Publica/ USP.
Sao Paulo, 1996.

RENWICK, A.G. Needs and methods for prio-
rity setting for estimating the intake of
food additives. Food Addit Contam, v.13,
n.4, 467-75, 1996.

SIGULEM, D.M.; TUDISCO, E.S.; GOLDENBERG,
P; ATHAIDE, M.M.M.; VAISMAN, E.
Anemia ferropriva em criancas do muni-
cipio de Sao Paulo. Rev Satide Priblica,
v.12, p.168-78, 1978.

TORRES, M.A.A.; SATO, K.; SOUSA QUEIROZ,
S. Anemia em crian¢as menores de 2
anos atendidas nas Unidades Bisicas
de Satde no Estado de Siao Paulo. Rev
Satide Piiblica, v.28, p.290-4, 1994.

WHITTAKER, P.; VANDERVEEN, J.E.; DINOVI,
M.J.; KUZNESOF, P.M.; DUNKEL, V.C.
Toxicological profile, current use, and
regulatory issues on EDTA compounds
for assessing use of sodium iron EDTA
for good fortification. Regul Toxicol Phar-
macol, v. 18, p.419-27, 1993.

Recebido para publicacio em 20/08/02. Aprovado em 06/12/02.

83



84



Artigo de revisao/Revision Article

Importancia do ferro em nutricao humana

Importance of iron in human nutrition

GERMANO, R.M.A.; CANNIATTI - BRAZACA, S.G. Importance of iron
in human nutrition, Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food
Nutr., Sao Paulo, SP, v.24, p.85-104, dez., 2002

Iron has been widely studied on account of its importance in human
nutrition. This study focus on its biological functions in the human orga-
nism, its deficiency, recommended amount, promoters and inhibitors of
iron absorption and its bioavailability. Iron deficiency is a nutritional
disorder that contributes significantly to lower work capacity as well as to
bigher morbidity and mortality. Brazil bas a bigh incidence of anemia due
to iron deficiency: 50% in children (under 2 years of age) and 35% in preg-
nant women. The society, the consumer, the scientific community, bealth
agencies and the media bave developed a new awareness about the rela-
tionship between bealth and food habits. In this regard, nutritional educa-
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the nutritional point of view, improving iron absorption and reducing its
deficiency.
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El bierro ha sido muwy estudiado debido
a su importancia en la nutricion bumana. Este
trabajo examina las funciones biologicas en el
organismo, las necesidades nutricionales, las
sustancias inbibidoras y favorecedoras de la
absorcion y la biodisponibilidad del biero. La
deficiencia de bierro es un problema nutricional
que provoca, ademds de reduccion de la
capacidad de trabajo, aumento de la morbidad
y de la mortalidad. En Brasil la prevalencia de
anemia pordeficiencia de bierro es alta: 50%
para los ninos (menores de 2 anos) y 35%
para las mujeres embarazadas. La sociedad,
los consumidores, la comunidad cientifica,
los organos de salud y la prensa tienen
abora mayor discernimiento sobre la relacion
entre habitos alimentares y salud. Entonces, la
educacion nutricional es muy importante para
auxiliar en la seleccion de los alimentos y sus
combinaciones desde el punto de vista de la
nutricion, a fin de mejorar la absorcion de
bierro y disminuir su deficiencia.

Palabras clave: hierro,

absorcion, deficiencia,
nutricion humana
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O ferro tem sido muito estudado devido
a sua importancia na nutrvicdo humana. Este
estudo enfoca as fungodes biologicas no orga-
nismo humano, a deficiéncia, as recomenda-
¢Oes nutricionais, os promotores e inibidores
da absorcdo e a biodisponibilidade. A defici-
éncia de ferro é uma desordem nutricional
que contribui significantemente para a redug¢do
da capacidade de trabalbo, bem como para o
aumento da morbidade e mortalidade. O Brasil
tem uma alta incidéncia de anemia por defici-
éncia de ferro: 50 % em criangas (menores de
2 anos de idade) e 35 % em gestantes. A socie-
dade, o consumidor, a comunidade cientifica,
os orgdos da saiide e a midia possuem uma
nova conscientizacdo sobre a relagdo satide e
babitos alimentares. Neste ponto, a educagdo
nutricional é muito importante para auxiliar
na escolba dos alimentos e de suas combina-
¢oes, do ponto de vista da nutrigdo, melborando
a absor¢do de ferro e reduzindo sua deficién-
cia.

Palavras-chave: ferro,
absorgio, deficiéncia,
nutrigio humana
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INTRODUCAO

Boussingault, em 1860, foi o primeiro a admitir o ferro como nutriente essencial
para animais e até hoje o interesse pelo ferro e pela anemia ferropriva continua
imbativel. O ferro é o mineral mais estudado e descrito na histéria. E encontrado em
todas as células dos seres vivos, tanto vegetais como animais e esta distribuido por todos
os alimentos. As principais fontes sao as carnes e visceras, mas esta presente também em
muitos alimentos de origem vegetal como leguminosas e nozes, grios, cereais, vagens e
folhas (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

As funcdes do ferro resultam de suas propriedades fisicas e quimicas, principalmente
de sua capacidade de participar das reacoes de oxidacio e reduciao, como é o caso das
enzimas envolvidas no processo de respiracao celular (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

A deficiéncia de ferro resulta em aumento nas taxas de mortalidade e morbidade,
diminui a produtividade no trabalho e prejudica o desenvolvimento mental, que reduz a
capacidade da pessoa para viver uma vida saudavel e produtiva (WELCH et al., 2000).

No Brasil, a anemia por deficiéncia de ferro (anemia ferropriva) € o problema
nutricional de maior magnitude no pais, sobretudo em criancas menores de 2 anos e
gestantes, atingindo cerca de 50% e 35% desses dois grupos populacionais, respectiva-
mente (BRASIL, 2002).

O objetivo deste trabalho € o de abordar a importincia do ferro na alimentag¢io
humana, enfatizando alguns aspectos como as principais funcdes, a deficiéncia, os
mecanismos de absor¢io e a biodisponibilidade.

FUNCOES BIOLOGICAS

O ferro desempenha muitas fun¢des no organismo humano. As principais funcoes
do ferro na hemoglobina sio: atuar como vetor de oxigénio, formando com o oxigénio
uma combinacdo facilmente dissocidvel, permitindo que o oxigénio transportado seja
cedido aos tecidos na medida das suas necessidades; servir de catalisador da oxidacao,
nas células e nas moléculas livres de hemina e atuar como constituinte das didstases
oxidantes (catalase, peroxidase, citocromos), intervindo em numerosas reacoes de oxi-
dacio, por meio das quais se libera energia dos constituintes alimentares (GUYTON e
HALL, 1997). A atividade de muitas enzimas envolvidas nestas reacdes bioquimicas é
diminuida se houver a deficiéncia de ferro nos tecidos (BEARD et al., 1996).

Existem evidéncias consideraveis de que o ferro pode desempenhar um papel na
conversao de B-caroteno em vitamina A, na sintese de purinas e na detoxificacio de
drogas no figado. A resposta a questio de se o estado do ferro tem efeito sobre a imu-
nocompeténcia e assim sobre a susceptibilidade a infeccao ainda nao € clara. Apesar do
ferro ser essencial ao crescimento de microorganismos, ele também é parte integrante
de enzimas e imunoproteinas necessirias para a destruicao de organismos infecciosos
(MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).
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Em humanos, o ferro é encontrado em inimeras proteinas como as flavoproteinas,
hemeproteinas, participando como componente essencial destas ou como co-fator, prin-
cipalmente em enzimas como 0s citocromos, que atuam na cadeia respiratoria, fazendo
a transferéncia de elétrons (BEARD et al., 1996). As hemeproteinas mais importantes s3o:
hemoglobina, mioglobina, citocromos, peroxidases e catalases. A maior parte do ferro,
cerca de 65% , € integrante da hemoglobina, transportadora de oxigénio nos glébulos
vermelhos. Do restante, 4% estao na mioglobina, 1% sob a forma de diversos compostos
hémicos que promovem a oxidacdo celular, 0,1% combinado 2 proteina transferrina no
plasma sangtiineo e, 15% a 30% armazenados, principalmente, no figado, medula 6ssea,
e baco, sob a forma de ferritina ou hemossiderina (GUYTON e HALL, 1997; OLIVEIRA,
1989).

O organismo humano adulto contém cerca de 3 a 5 g de ferro, ou ainda, de 30 a
40 mg/kg de peso corporal, variando de acordo com a idade, o tipo de tecido especifico
e orgaos examinados. Outro tipo importante de proteina que contém ferro € a lactofer-
rina, uma glicoproteina que esta presente em altas concentracdes no leite materno e é a
principal fonte de ferro para lactentes, auxiliando na prevencido da anemia no periodo
de amamentacao (BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

RECOMENDACOES NUTRICIONAIS

Recomendacgdes nutricionais sao as quantidades de energia e nutrientes que devem
conter os alimentos consumidos, para satisfazer as necessidades de quase todos os indi-
viduos de uma populacio sadia. Baseiam-se nas cifras das necessidades, corrigidas pela
biodisponibilidade, as quais se adiciona a quantidade necessaria para cobrir a variabili-
dade individual e, no caso de alguns nutrientes, acrescenta-se também uma quantidade
adicional como margem de seguranca (VANNUCCHI et al., 1990).

As necessidades de ferro podem ser determinadas em termos da quantidade que
se deve absorver para repor as perdas do organismo, e que seja suficiente para cobrir o
aumento normal da necessidade, durante o crescimento e a gestacao (FAO, 1991).

A necessidade durante a infincia é a maior, em relacido a ingestao alimentar. A
fase de crescimento rapido durante a adolescéncia, representa outro periodo de neces-
sidades aumentadas, maiores no homem que na mulher; entretanto, com o inicio das
menstruacoes, as necessidades da mulher excedem as do homem. Devido a variacao
individual da capacidade de absorcao, as diferencas entre os alimentos quanto a dis-
ponibilidade de ferro para absorcio, e a capacidade do organismo em aumentar a
absorcao de ferro durante os periodos de deficiéncia, é dificil converter as neces-
sidades fisiol6gicas de ferro em necessidades dietéticas. As recomendacdes nos Esta-
dos Unidos para ferro, estabelecidas pelo “Food and Nutrition Board” do “National
Research Council” e os estabelecidos pela junta “FAO/WHO Expert Group”, diferem,
apesar de estarem baseadas nas mesmas consideracoes (FAO, 1991, MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 1998).
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As recomendacoes didrias de ferro para a populacio brasileira adaptadas das reco-

mendagoes para a populagio dos Estados Unidos, por VANNUCCHI et al. (1990), sio

mostradas na Tabela 1.

Cerca de 80 a 90% do ferro presente nas dietas ocidentais estao na forma de ferro

nao heme, procedentes, em sua maior parte, dos alimentos de origem vegetal e dos

compostos utilizados no enriquecimento de alimentos. Os alimentos de origem vegetal

contribuem com 90% do total de ferro ingerido nos paises desenvolvidos e até 100% nos

paises em desenvolvimento (BIANCHI et al., 1992).

Tabela 1  Recomendagdo de ferro (mg/dia), em diferentes niveis de absorgdo (%)

de ferro ndo heme da dieta, adaptada a populagio brasileira

Grupo Idade (anos)

Crianga* 0,5a 1,0
1,1a3
31a5
51a7
7,1a10
10,1 a 12

Sexo masculino 12,1 a 14
14,1 a 18
18,12 65

>65

Sexo feminino 12,1 a 14
14,1 a 18
18,1 a 65

>65

Quantidade adicional na Gravidez =

Quantidade adicional na Lactacao =

Alta
(8%)"

O O X NI O A~

12
14
10

10

1
2

Média
(5%)*

8
10
12
13
14

16
18
20
15

13
14
14
12

2
3

12
17
21
24
26
28

32
37
41
30

27
29
28
25

4
5

Baixa
(3%)*

*de zero a seis meses de idade, o aleitamento materno exclusivo supre todas as necessidades do

grupo

!ingestao > 75 g de carne ou 75 mg de vitamina C; ? ingestao de 25 a 75 g de carne ou 25 a 75
mg de vitamina C; ? ingestao < 25g de carne ou 25 mg de vitamina C.

Fonte: adaptado de VANNUCCHI et al. (1990).
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DEFICIENCIA

A deficiéncia nutricional de ferro ocorre quando a quantidade absorvida da dieta é
insuficiente para alcancar as necessidades normais. Elas abrangem as perdas obrigatérias
do organismo e os requerimentos nutricionais para o crescimento. Se essa deficiéncia
persiste, os estoques orginicos de ferro sio exauridos e a anemia ferropriva se instala,
afetando os niveis de hemoglobina sangtiinea. A deficiéncia pode ser causada por
ingestao inadequada, absorcao deficiente, metabolizacao imperfeita, perda sangiiinea
cronica ou aumento das necessidades como na infincia, adolescéncia e gravidez
(BRASIL, 2002; CARPENTER ¢ MAHONEY, 1992).

Quando o estoque de ferro do organismo é depletado, o corpo sofre conseqiién-
cias funcionais, tais como a ineficiéncia do transporte de oxigénio e prejuizos no meta-
bolismo oxidativo, no metabolismo nuclear e na transcricio génica. As seqiielas clinicas
incluem a anemia em si, a reducido da atividade fisica, do rendimento do aprendizado
e da diminuicao da performance no trabalho e a diminuicio de eficiéncia da funcao
imune (BEARD er al., 1996; BRASIL, 2002; CARPENTER e MAHONEY, 1992). A imuno-
competéncia reduzida é um possivel sinal de deficiéncia precoce de ferro, notada par-
ticularmente por defeitos na imunidade mediada por células e na atividade fagocitica
dos neutrofilos, que podem levar a uma propensio aumentada para infeccio (MAHAN
e ESCOTT-STUMP, 1998).

Geralmente a deficiéncia de ferro é caracterizada por 3 estagios, a saber:

(a) depleciao de ferro: o armazenamento de ferro é baixo (baixos niveis de fer-
ritina e hemossiderina), pequeno aumento da transferrina livre e valores normais
de hemoglobina;

(b) eritropoese deficiente: o nivel de saturacio da transferrina cai e torna-se insufici-
ente para a manutenciao de uma taxa 6tima de eritropoiese; a concentracio de proto-
porfirina dos eritrocitos torna-se elevada, indicando um desequilibrio entre a producio
de protoporfirina e o suprimento intracelular de ferro. Contudo, o suprimento de
ferro ainda é suficiente para manter 95% do nivel normal de hemoglobina;

(0) anemia ferropriva: o terceiro estigio é caracterizado pelo esgotamento total das
reservas de ferro, levando a uma producao insuficiente de hemoglobina, com o desen-
volvimento de anemia microcitica e hipocromica (CARPENTER e MAHONEY, 1992).

A maioria dos sintomas, comuns em anemias, sio: cansaco, fadiga, palidez,
diminuicao da capacidade de trabalho fisico, alteracio da termorregulacio e menor
capacidade de concentracao. O tempo de restabelecimento das funcoes cardiorespira-
térias normais em individuos anémicos, apos esforco, € prolongado. Sintomas gastro-
intestinais como falta de apetite, flatuléncia, incbmodo epigastrico, nauseas, vOmitos,
constipacdo ou diarréia sao comuns. Quando a anemia por deficiéncia de ferro se torna
mais severa, os defeitos se desenvolvem na estrutura e funcao dos tecidos epiteliais,
especialmente da lingua, unhas, boca e estdbmago. As mudancas bucais incluem atrofia
das papilas linguais, queimadura, vermelhidiao e, em casos severos, glossite. A gastrite
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ocorre freqientemente e pode resultar em acloridria. A anemia nio tratada pode resultar
em alteracdes cardiovasculares e respiratorias que podem eventualmente provocar uma
insuficiéncia cardiaca (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

Alguns sintomas comportamentais de deficiéncia de ferro parecem responder a
terapia antes que a anemia seja curada, sugerindo que elas podem ser o resultado da
deplecio tecidual de enzimas que contém ferro, em vez de um nivel diminuido de
hemoglobina (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

ABSORGAO E METABOLISMO

Os mecanismos pelos quais o ferro € absorvido, tanto os mecanismos bioquimicos
especificos, quanto os de transporte e sua regulacio, nao estio completamente esclare-
cidos. Porém, a maioria dos autores relata que a maior quantidade da absorcao do ferro
ocorre no duodeno e na parte superior do jejuno (BEARD et al., 1996; BIANCHI ef al.,
1992; BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995; GARCIA-CASAL et al., 1998; LYNCH,
1997; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

A forma em que o ferro se encontra influencia o seu mecanismo de absor¢io. O
ferro dietético € classificado em 2 formas: ferro heme e ferro nao heme. O ferro heme
encontra-se na estrutura do anel protoporfirina das hemeproteinas. Ele é encontrado nos
alimentos de origem animal sob a forma de hemoglobina e mioglobina, representando
cerca de 40% do ferro do tecido animal. Esta forma tem elevada absorcao e nao é influ-
enciada pelos fatores que interferem na absor¢io do nio heme, como a ionizacio e a
capacidade de se ligar a outras substincias (CARPENTER e MAHONEY, 1992).

O ferro heme € solivel no meio alcalino da luz intestinal, sendo facilmente absor-
vido, como um complexo de ferro-porfirina intacto, diretamente para as paredes da
mucosa, por vias diferentes do nao heme. E interessante o fato de que, embora existam
transportadores especificos para o ferro heme nas mucosas dos ratos, estes nio absor-
vem tao eficientemente o ferro heme quanto os humanos (BEARD et al., 1996; BIANCHI
et al., 1992; CARPENTER e MAHONEY, 1992).

Durante a fase intestinal da digestao, quando ocorre a captacao, o ferro se liga
a locais especificos da membrana da mucosa, € interiorizado e pode tanto ser retido
pelas células da mucosa (enterdcitos), quanto transportado a membrana basolateral,
de onde € ligado a transferrina no “pool” plasmatico (BEARD et al., 1996).

Existem dois mecanismos de absorciao do ferro que ocorrem simultaneamente. O
primeiro € um processo de difusiao passiva, na qual a quantidade de ferro absorvida é
proporcional a concentracio de ferro no [imen intestinal. Essa via absortiva é predomi-
nante somente em individuos com reservas normais de ferro. O segundo processo de
absor¢ao é limitado, mediado por um transportador dependente de energia, passivel de
saturac¢ao cinética e inibicio competitiva. Esse processo predomina quando os estoques
de ferro organico estao depletados (CARPENTER e MAHONEY, 1992).
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Durante a fase intestinal da digestao, o ferro estd presente no limen, tanto como
ferro heme, como quelatos de ferro nao heme. O grupamento heme ou é levado direta-
mente, por difusao ou pelo receptor de membrana para o interior do enterdcito. Dentro da
célula, o ferro é separado do heme pela enzima hemeoxigenase, entrando para o “pool”
celular comum, processando-se de maneira aniloga ao ferro nao heme. O receptor intes-
tinal para o grupamento heme tem sido parcialmente caracterizado na membrana da borda
em escova, indicando que a molécula do heme é absorvida intacta (BEARD et al., 1996,
BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

Antes da captagdo pelas células intestinais da borda em escova, o ferro deve
atravessar a camada mucosa. A passagem do ferro por esta camada pode ser facilitada
por dcidos orginicos ou por polipeptideos, como aqueles derivados da digestao de
carnes. O ferro nao heme, ao chegar ao intestino, sofre a acio do meio alcalino e pode-
ria ser completamente oxidado a forma férrica, se nao houvessem fatores luminais que
o mantivessem solivel. Moléculas ligantes de ferro, além dos fatores dietéticos, atuam
para manter o ferro solivel, sendo que muitas podem ser proteinas produzidas pelo
estdmago e figado, porém nido sio completamente conhecidas (BEARD et al., 1996;
BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995; GUYTON e HALL, 1997).

Outra via de captacao ¢é a lactoferrina. Existem nas células da mucosa intestinal
receptores especificos para a lactoferrina, os quais tém sido isolados nas membranas da
borda em escova, porém, seu papel na absorcao do ferro necessita de diversos esclare-
cimentos (BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

Ha, ainda, outras propostas para a absor¢ao do ferro nao heme, por meio da liga-
ciao com proteinas carreadoras. Uma delas é a de que outra proteina, a mucina, se liga-
ria ao ferro férrico, solubilizando-o e tornando-o mais biodisponivel para o organismo
(BENITO e MILLER, 1998).

Apesar do mecanismo de passagem do ferro pelo enterécito ndo ser ainda muito
claro, o processo de liberacio na célula da mucosa intestinal também parece ser realizado
com a participagcao de uma proteina ligante, pois o ferro nao pode existir de forma idnica
dentro da célula, entio, depois de liberado pela proteina carreadora é imediatamente
ligado a uma proteina ja presente na célula (BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

Muito do ferro captado nas células da mucosa € transferido para o sangue quase
que imediatamente, mas, depois desta rapida fase de absorcao, a transferéncia continua
em uma razao muito mais baixa durante 24 horas, devido a estocagem temporaria de
ferro na célula, como ferritina. Nem todo o ferro que entra na mucosa do trato gastrin-
testinal € transferido para o plasma. Isto pode ser devido as perdas por espoliaciao das
células do epitélio intestinal com consequiente descarga de ferro na forma de ferritina
(BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

A absorcio de ferro correlaciona-se de forma inversamente proporcional com o
status de ferro no individuo. Em condi¢des normais, a taxa de absor¢ao em humanos
adultos é de 5% a 15% do ferro dos alimentos. Ja em condi¢cdes de deficiéncia de ferro,
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esta taxa pode chegar a 50 %. Os mecanismos para esta inducdo sio em grande parte
desconhecidos. Com relacdo ao ferro heme, um fator que possivelmente contribua para
o aumento de sua absorcdo, € a hemeoxigenase intestinal que € ativada pela deficiéncia
somitica de ferro. Em um experimento com humanos, esta enzima nio foi influenciada
pela administraciao oral de hemoglobina, mas foi influenciada pela deficiéncia de ferro.
Sua distribuicao no intestino era idéntica as areas de absorcao maxima de ferro heme
(BEARD et al., 1996; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

A hemoglobina e a ferritina sérica tém papéis aparentemente limitados no estabe-
lecimento da necessidade de se absorver ferro. Tem sido sugerido que a presenc¢a no
plasma do complexo transferrina-ferro permitiria ao enterocito monitorar a quantidade
de ferro corporal e regular sua absorcao. A exposicio da célula da mucosa intestinal a
baixa quantidade de transferrina-ferro sinalizaria 2 mesma sobre a necessidade de libe-
racdo de ferro para o corpo (BEARD ef al., 1996).

Quando o organismo se torna saturado de ferro de modo que toda a apoferritina das
areas de estoque de ferro ja esteja combinada com o mesmo, a velocidade de absorcao
deste mineral, pelas células da borda em escova, diminui consideravelmente. Pois quando
toda a apoferritina do corpo se liga com o ferro, torna-se dificil para a transferrina liberar
ferro para os tecidos. Como consequéncia, a transferrina, que normalmente estd apenas
1/3 saturada com ferro, torna-se completamente saturada e ndo aceita ferro suplementar
das células mucosas. Por outro lado, quando o organismo tem depdsitos excessivos de
ferro, o figado diminui a velocidade de formacio de apotransferrina e, portanto reduz a
concentracao desta molécula no plasma e na bile (GUYTON e HALL, 1997).

Outro mecanismo de controle da absor¢io de ferro decorre de estados de hipdxia
e pela producao de eritrocitos. Qualquer condicao que cause a diminuicao da quanti-
dade de oxigénio transportada para os tecidos, normalmente, aumenta a velocidade de
producido das hemacias. Assim, quando uma pessoa se torna extremamente anémica em
virtude de uma hemorragia ou outra condicio, a medula 6ssea comeca, imediatamente, a
produzir grandes quantidades de hemacias. O principal fator que estimula a producao de
hemacias é um hormdnio circulante chamado eritropoetina. Na auséncia de eritropoetina,
a hipdxia tem pouco ou nenhum efeito sobre a estimulacdo da producdo de hemicias. No
outro extremo, quando grandes quantidades de eritropoetina sao produzidas e se ha ferro
abundante e disponivel e outros nutrientes necessarios, a velocidade de producao de
hemacias aumenta dez vezes ou mais em relacio ao normal (GUYTON e HALL, 1997).

Ambas as situacdes aumentam a mobilizacio de ferro para a producio de hema-
cias, tanto dos estoques corporais, quanto da transferrina circulante no plasma. Esta, por
sua vez, acaba por liberar o ferro preso a molécula, deixando mais apoferritina livre,
sinalizando aos enterdcitos sobre a necessidade de aumento da absor¢io (GUYTON e
HALL, 1997).

Ap6s a absorcio, este ferro captado nas vilosidades intestinais chega enfim 2 mem-
brana basolateral do enterdcito e € finalmente liberado para o plasma sangtiineo. Al
combina-se com a apotransferrina para formar a transferrina, que é entdo transportada
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no plasma até os tecidos corporais, onde liberard o ferro que podera ser estocado ou
utilizado pelas células. A transferrina nao somente € responsavel pela liberacio do ferro
da superficie basolateral dos enterdcitos para os tecidos, mas também pela redistribuicao
do ferro aos varios compartimentos do corpo e pela protecao ao ferro durante a filtracao
glomerular (BEARD et al., 1996).

Quando o ferro estd presente em grandes quantidades no sangue, ele ¢ armaze-
nado. Cerca de 200 a 1.500 mg de ferro podem ser armazenados no organismo, como
ferritina e hemossiderina, duas proteinas especializadas na estocagem deste mineral.
A hemossiderina é semelhante a ferritina, mas contém mais ferro e é muito insolavel.
Certos individuos, portadores de alteracoes genéticas, absorvem quantidades maiores
de ferro do que as habituais e desenvolvem hemossiderose, uma doenca de armazena-
mento de ferro. Se a hemossiderose estiver associada a lesao tecidual, ela é chamada
hemocromatose (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998). Embora a regulacio dos estoques
possa ser mantida, mesmo em situacdes de ingestio aumentada, parece que os mecanis-
mos de controle nio sao efetivos em todos os individuos (LYNCH e BAYNES, 1996).

Quantidades minimas de ferritina circulante, detectaveis pelo uso de técnicas de
imunoensaio sensitivas, estio correlacionadas proximamente com os estoques de ferro
do organismo. Cerca de 30% deste ferro se apresenta como reserva no figado, outros
30% na medula 6ssea e o restante no baco e musculos. A medida da ferritina sérica
¢ uma ferramenta inestimavel para a avaliacio do estado clinico do ferro (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 1998).

A maneira como o organismo conserva e reutiliza o ferro € uma importante carac-
teristica do metabolismo desse mineral. Mais de 90% do ferro da hemoglobina sio
repetidamente reciclados. A hemoglobina possui vida média de 120 dias; passado este
periodo, o mecanismo de reciclagem ¢ feito através da fagocitose dos eritrocitos velhos,
processo que ocorre, principalmente, nos macrofagos do figado e baco. A destruicao
normal da hemoglobina das hemicias libera, por dia, 90 mg de ferro, que sao reaprovei-

tadas pelo organismo quase que totalmente (FERREIRA, 1993).

Normalmente, somente pequenas quantidades de ferro sao excretadas pelo orga-
nismo. A maior parte do ferro perdido nas fezes consiste de ferro nao absorvido da dieta.
O restante representa o ferro contido nas células descamadas do epitélio gastrintestinal,
excrecao de bile, descamacio normal das células da pele e sangramentos. Praticamente
nenhuma quantidade de ferro € excretada na urina e no suor. O homem perde ao redor
de 1 mg de ferro diariamente. Na mulher existe uma perda adicional de ferro que acom-
panha a menstruaciao, ao redor de 0,5 mg por dia (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998;
OLIVEIRA, 1989).

O ferro para o metabolismo provém de trés fontes: o reutilizado da degradacao da
hemoglobina, o liberado dos depésitos do corpo e o absorvido do aparelho gastrintesti-

nal. Dessas trés fontes, a maior contribuicao provém da hemoélise (OLIVEIRA, 1989).
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FATORES QUE AFETAM A ABSORGAO

O processo de absorcio de ferro é controlado por fatores intraluminais (da
mucosa) e fatores somaticos. Os intraluminais que afetam a quantidade de ferro dispo-
nivel para absor¢ao, inibindo-a ou promovendo-a, sio inimeros, como, o pH intestinal,
componentes da dieta (fatores antinutricionais, presenca de outros minerais, ingestao
de antidcidos), entre outros. Os fatores da mucosa incluem a quantidade de superficie
de mucosa e a motilidade intestinal. Os fatores somdticos que influenciam a absor¢ao
incluem a eritropoiese e a hipoxia (BEARD et al., 1996; BRITISH NUTRITION FOUNDA-
TION, 1995). A quantidade e forma quimica do ferro presente no ldmen intestinal, a
secrecao estomacal e a bile (que aumenta a absorcao do ferro pela acio de substancias
redutoras) sao outros fatores interferentes (BIANCHI et al., 1992).

Ha ampla variacio na quantidade de ferro que pode ser absorvida. A absorcao do
ferro heme ¢ alta: cerca de 15 a 30% no individuo normal e 35 a 50% naqueles com baixa
reserva de ferro. Dado que a absorc¢ao de ferro heme ¢ relativamente independente da
combinacio com os alimentos e esta s6 ligeiramente influenciada pelo estado nutricional
do individuo, sua contribuicio na dieta pode ser estimada medindo-se quimicamente seu
conteido na dieta, supondo uma absorcio de 25% (BIANCHI et al., 1992; ELPO et al.,
1998; FAO, 1991). Ja a absorcao do ferro nao heme é muito menor que a do ferro heme:
cerca de 0 a 10 %, dependendo muito de fatores quimicos, como o estado de oxidacio,
a solubilidade, o pH do meio e, ainda, dos componentes dietéticos. O ferro heme pode
ser absorvido tanto ligado com a proteina transferrina na mucosa ou pode atravessar a
membrana por difusio (BIANCHI et al., 1992; ELPO et al., 1998).

A absorcio de ferro é afetada por fatores fisiologicos e por fatores que afetam
a disponibilidade de ferro em sua fonte. As formas inorganicas de ferro (FeSO,) sao
prontamente absorvidas pela mucosa do intestino delgado. Os sais ferrosos (Fe*") sio
mais prontamente absorvidos que os sais férricos (Fe*"). A maior absor¢ao ocorre no
duodeno superior devido ao ambiente dcido. A taxa de absorcio de ferro é controlada
pela quantidade captada pela mucosa intestinal em resposta as necessidades corporais
de ferro, que sao refletidas pela quantidade disponivel no sangue para suprir as neces-
sidades das células recém-formadas (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

Na presenca de substancias dietéticas inibidoras, a capacidade de absorcao pode
nao ser suficiente para fornecer todo o ferro necessario ao organismo (CARPENTER e
MAHONEY, 1992).

PROMOTORES DA ABSORGAO

Apesar da absorcio do ferro nao ocorrer no estdmago, este contribui com o acido
cloridrico, que nao s6 ajuda a remover o ferro, por desnaturacio, caso esteja ligado a
uma proteina, como também a solubiliza-lo, promovendo sua reducio do estado férrico
(pouco solivel) para o estado ferroso (mais solivel) (BEARD et al., 1996).
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As secrecOes gastricas contribuem, ainda, com a producio de uma substincia
chamada fator intrinseco, que aumenta a absorcao do ferro ao se ligar a0 mesmo
(MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

O acido ascorbico e a carne ou tecido animal sio os dois maiores promotores
dietéticos, conhecidos, da biodisponibilidade de ferro. O 4cido ascérbico, como agente
redutor, mantém o ferro dos alimentos no estado ferroso, que é mais solivel. Também,
forma quelato ferro-ascorbato, que se mantém solivel mesmo com o aumento do pH
no intestino delgado proximal (GARCIA-CASAL e LAYRISSE, 1998). O ferro da alimenta-
cdo a base de frutas e vegetais (ricos em acido ascérbico), normalmente, é altamente
disponivel. A absor¢ao do ferro aumenta de 3,7 para 10,4% em refeicoes com pao, ovo e
cha depois da adicio de 40 a 50 mg de 4cido ascorbico (BIANCHI et al., 1992).

Com relacdo as carnes, elas nao sao importantes somente pelo fornecimento do
ferro heme, mas, também porque aumentam de duas a quatro vezes a absorc¢ao do ferro
nao heme. O mecanismo exato pelo qual os tecidos animais facilitam a absorcao do ferro
nao heme é ainda desconhecido, mas tem sido proposto que aminodcidos livres na luz
intestinal, como a histidina, lisina e cisteina, aumentam a absorcao da espécie férrica, por
formarem quelatos soliveis com o ferro (BIANCHI et al., 1992).

GERMANO (2002) observou, em seu estudo, que o teor de proteinas e o conteido
de extrato etéreo em misturas com ovo, aumentaram a dialise in vitro do ferro nio heme,
e concluiu que estes dois componentes atuaram de forma significativa no aumento da
absorc¢iao do ferro quando comparado ao pB-caroteno.

Outros fatores, como alguns actcares (frutose) e os aminoicidos sulfurados,
formam complexos com o ferro nio heme, tornando-o soltvel no pH do limen
intestinal, favorecendo sua absorcio (GARCIA-CASAL e LAYRISSE, 1998; MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 1998). Também, os acidos organicos, tais como, citrico, malico, latico,
succinico e tartdrico, promovem a absor¢do do ferro (LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).

INIBIDORES DA ABSORGAO

Alguns componentes dos alimentos podem inibir a absorcao do ferro nio heme,
por formarem precipitados, quelatos insoliveis ou macromoléculas de baixa biodis-
ponibilidade (BIANCHI ef al., 1992). Outros chegam a competir com os sitios de ligacao
das células da mucosa intestinal para a absor¢io, ou mesmo com as proteinas ligantes
presentes na luz intestinal que tornariam o ferro mais solivel (CLYSDESDALE, 1983).

Entre os fatores intraluminais extrinsecos citados na literatura como inibidores da
absorc¢iao do ferro, estio, alguns dos componentes das fibras, o acido oxalico, o acido
fitico e outros polifenéis. Porém, os relatos sobre o efeito exato e o mecanismo de acio
destes fatores sao ainda muito controvertidos.

O 4cido oxalico, um acido dicarboxilico, e seus sais sio considerados como antinu-
tricionais; eles podem tornar certos nutrientes minerais indisponiveis por ligarem-se a eles
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formando sais insoliveis que ndo sdo absorvidos no intestino (VITAKON, 1986), entretanto
alguns estudos tém demonstrado um efeito neutro e até positivo na absor¢ao do ferro,
tanto em ratos quanto em humanos (GORDON e CHAO, 1984; HALLBERG, 1981).

O dcido fitico € um constituinte de muitos alimentos de origem vegetal, é um
excelente quelante de ions minerais. Desde que o fitato nio pode ser absorvido e os
seres humanos tém limitada capacidade de hidrolisar a molécula de fitato, um efeito
prejudicial do acido fitico na biodisponibilidade de minerais ¢ esperado (LONNERDAL
et al., 1980).

Porém, o efeito inibitorio do 4cido fitico é ainda muito contraditério. Em 1976,
MORRIS e ELLIS (1976) demonstraram que o fitato monoférrico complexado ao ferro
permanece soldvel e, portanto, biodisponivel. Este tipo de fitato corresponde a cerca
de 60% no trigo. Quando se associa a mais moléculas de ferro, como o caso do fitato
férrico (com 3 ou 4 moles de ferro/molécula), torna-se insolivel e portanto com baixa
biodisponibilidade. Em outro estudo, os mesmos autores descreveram que hia razdes
para acreditar que os fitatos inibam a absorcio ja que ambos, fitato diférrico e tetrafér-
rico foram pobremente biodisponiveis (MORRIS e ELLIS, 1976) e estas sdo as formas
encontradas em varios vegetais como no gérmen de trigo e nas lentilhas (GILLOOLY et
al., 1984).

Os polifendis, incluindo os taninos e fitatos, dificultam a absorcio do ferro. Qui-
micamente os taninos sao classificados em dois grupos principais, cujas estruturas sao
muito diferentes entre si, embora todos tenham moléculas de poli-hidroxifendis ou seus
derivados. O primeiro grupo é composto pelos chamados taninos hidrolisaveis (como o
acido tanico), mais usados para a curticao de couros. O segundo grupo contém outros
tipos de taninos, encontrados em maior quantidade e de maior importincia em alimen-
tos, sendo denominados taninos condensados. A estrutura basica dos taninos condensa-
dos é relacionada a estrutura da catequina e dos 3’, 4, 5, 7-hidroxiflavonéides (BOBBIO
e BOBBIO, 1995).

Os principais efeitos antinutricionais dos taninos sdo: a inativacao de enzimas
digestivas, pela sua ligacio seletiva as mesmas, formando complexos insoliveis e a capa-
cidade de complexacio com minerais, diminuindo a absorc¢ao, principalmente de ferro,
pois sao quelantes naturais desse mineral (GEIL e ANDERSON, 1994; GOYCOOLEA et
al., 1990; PROULX et al., 1993).

O tanino, presente no chid e no café ¢ um inquestionavel inibidor da absorcao do
ferro. O alto contetdo de tanino, nestas bebidas, formaria um complexo insolivel com
o ferro, inviabilizando sua absorcio (GARCIA-CASAL e LAYRISSE, 1998). Outros experi-
mentos demonstraram que o café reduziu cerca de 33% a absorc¢ao do ferro contido na
carne de hamburguer. Ji4 com uma xicara de cha preto, essa reducao foi de aproximada-
mente 64% (MORCK et al., 1983). Os taninos presentes em feijoes (Phaseolus vulgaris
e Phaseolus acutifolius) também sao citados como os maiores fatores inibidores da solu-
bilidade do ferro (BENITEZ et al., 1994), entretanto AMAYA et al. (1991) constataram que
o contetido de taninos nao tem correlacio com a disponibilidade do ferro em feijoes.
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A questao da fibra como fator interferente ainda é discutivel. REINHOLD et a/. (1981)
demonstram que componentes da fibra do trigo e do milho ligam-se ao ferro in vitro.
Entretanto, a adicio de farelo de trigo a paes com a mesma quantidade de fitato nio
teve nenhum efeito sobre a absorcao do ferro em ratos (FAIRWEATHER-TAIT, 1982). Ja,
GILLOOLY et al. (1984), em seu estudo sobre a absor¢ao de cereais, concluiram que embora
a lignina e a hemicelulose tenham inibido a absor¢ao do ferro em humanos, a pectina e a
celulose, mostraram efeito oposto. GERMANO (2002) observou em seu estudo in vitro com

misturas de alimentos, que a fibra atuou como fator limitante na absorc¢io de ferro.

Interacdes com outros ions metalicos, ou minerais, também afetam a absorcio de
ferro. Geralmente, grandes quantidades de cations divalentes na dieta inibem a absorcio
do ferro, assim como a absor¢ao de outros ions ¢é afetada, do mesmo modo, pelo ferro.
A competicao entre citions similares na captacio das células da mucosa intestinal tem
sido descrita entre cobre, zinco, manganés e cobalto, porém, os mecanismos para esta
interacao niao foram ainda esclarecidos (BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

Pesquisadores afirmaram que o magnésio pode inibir a absorcao do ferro, quando a
propor¢io de magnésio em uma refeicio é de trezentas vezes a de ferro. O zinco reduz
a absorc¢ao de ferro quando o seu conteido na refeicio é cinco vezes maior que o ferro,
e, quando o consumo de cilcio é superior a 500 mg, ocorre inibicao da absor¢cao do ferro
(GARCIA-CASAL e LAYRISSE, 1998; LAYRISSE e al., 1997). Porém a inibicio provocada pelo
calcio € ainda controvertida. WAUBEN e ATKINSON (1999) nio detectaram o comprometi-
mento do status de ferro, quando se ofereciam dietas com altas quantidades de calcio.

Aditivos e quelantes sintéticos como o alginato de sédio em sorvetes, marmelada e
maionese, a tetraciclina, o EDTA (4cido etileno diaminotetracético) entre outros, podem
diminuir a biodisponibilidade do ferro (LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).

BIODISPONIBILIDADE

O termo biodisponibilidade ou disponibilidade biol6gica tem sido extensivamente
usado na area de alimentos e nutricdo. Sua origem conceitual, entretanto, provém da
farmacologia experimental, especificamente em relacdo as drogas (BIANCHI et al., 1992).
Define-se, portanto, biodisponibilidade como a proporc¢io do nutriente nos alimentos
que ¢é efetivamente absorvida e utilizada. Tal conceito engloba o processo de assimila-
¢io, transporte e conversao de um nutriente para suas formas biologicamente ativas.
Biodisponibilidade, portanto, nao é propriedade de dieta ou alimento por si, mas do
individuo em relacdo ao alimento ou dieta (COZZOLINO e PEDROSA, 1995).

O termo biodisponibilidade, relacionado ao ferro, € a medida daquela fracao do
ferro alimentar capaz de ser absorvida pelo trato gastrintestinal e, subseqiientemente
armazenada e incorporada ao heme (BIANCHI et al., 1992).

Uma caracteristica importante dos minerais, € que compostos, quando metaboliza-
dos, liberam os respectivos ions que sao reutilizados pelo organismo. Desta maneira,
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suas necessidades sao sempre iguais as perdas obrigatérias adicionadas as quantidades
para formacio de tecidos novos ou de crescimento. Nas recomendacdes de minerais
tem que se levar em conta também, a sua biodisponibilidade, absorcao intestinal e
inter-relacdes com outros nutrientes que interferem com a absor¢ao (CARRAZZA, 1988).

Com o conhecimento da biodisponibilidade dos minerais, considerando os fatores
da dieta e do individuo, as recomendacoes destes nutrientes poderdo ser estabelecidas
com maior precisao e desta forma poderao ser elaborados guias de alimentacio especi-
ficos para cada pais (COZZOLINO, 1997).

A deficiéncia, pelo menos para o ferro, quase sempre nio ¢ somente causada
pela baixa ingestio deste mineral na dieta, mas também por uma série de fatores que
afetam a sua biodisponibilidade nos alimentos. Exemplo disso sao os muitos alimentos
que sao aparentemente boas fontes de ferro, mas sao limitados pela sua disponibilidade
biologica; que se di em funcao de sua forma quimica e da presenca de itens alimen-
tares que promovam ou inibam sua absorcio (DE ANGELIS, 1999; GERMANO, 2002;
LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).

A biodisponibilidade do ferro é ainda influenciada por diversos fatores (que também
afetam a absor¢iao de minerais, como cilcio, zinco, cobre e magnésio), como as necessidades
nutricionais individuais, a adequaciao das secrecoes intestinais, a integridade e bom funcio-
namento de todo o trato gastrintestinal, os estados fisiologicos, como o de crescimento e
gravidez, e, doencas nutricionais (DE ANGELIS, 1999; LATUNDE-DADA e NEALE, 19806).

A forma de ferro alimentar também pode afetar sua biodisponibilidade. A absor¢io
do ferro nio heme depende do sal ou quelato usado, que podem aumentar ou reduzir
a absorcio do ferro, dependendo das suas constantes de estabilidade e solubilidade no
pH intraluminal (CHAUD e FREITAS, 1994).

Em relacao aos fatores quimicos (estado de oxidacido, solubilidade e pH) que
afetam a biodisponibilidade do ferro niao heme, sabe-se que o estado de oxidacao do
ferro varia dependendo do ambiente quimico. Na d4gua, bem como nos alimentos, obser-
vam-se os estados de oxidacio do ferro: Fe* (ferroso) e Fe** (férrico), que sao os mais
estaveis nestes meios. A maior solubilidade dos sais ferrosos (Fe*) sobre os sais férricos
(Fe*") é, em parte, responsavel pela maior biodisponibilidade no trato gastrintestinal dos
ions ferrosos do que os ions férricos (BIANCHI et al., 1992).

No meio acido, os ions ferrosos e férricos nio ocorrem em estado livre e sio
hidratados, respectivamente para Fe (H,0)/* e Fe (H,0) . Com o aumento do pH,
as moléculas de dgua doam prétons para formar hidroxidos insoliveis de ferro: o
Fe (H,0),* forma Fe (OH), e o Fe (H,0)* forma Fe (OH),. No pH =1, do estdmago, o ferro €
solivel e estd na forma hidratada. Quando o pH aumenta, o ferro torna-se um hidréxido insoltvel
e, como a solubilidade é pré-requisito para a sua captacao pelo intestino, a insolubilidade do
ferro é o fator que, neste caso, dificulta sua absorcio. fons férricos no meio alcalino intestinal
precipitam-se irreversivelmente e as macromoléculas resultantes de hidroxido férrico siao
muito grandes para serem absorvidas (BIANCHI et al., 1992; GUYTON e HALL, 1997).
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Virios fatores (Quadro 1) e interacdes dietéticas (Quadro 2) podem influenciar a
biodisponibilidade do ferro nio heme.

A biodisponibilidade do ferro nio heme depende ainda do meio quimico gerado
no intestino pelos alimentos e a propor¢ao dos fatores dietéticos, que podem inibir ou
facilitar sua absorcio (BIANCHI et al., 1992; GERMANO, 2002).

Quadro 1 Fatores que afetam a biodisponibilidade do ferro

Corpo e estado fisiologico
e estado nutricional
e estado patologico

Secrecoes ® s5UCO gastrico
e secrecoes pancredticas
e bile
Fatores Quimicos e forma quimica: heme e nio heme

e estado de oxidacao

e solubilidade

e pH

e capacidade de complexacao

Fatores Dietéticos e constituintes da dieta
e facilitadores (acido ascorbico, tecido animal, frutose)
e inibidores (oxalatos, taninos, fibras, outros)

Fonte: BIANCHI et al., 1992.

CONCLUSOES

Apesar da crescente modernizacio e dos avancos tecnologicos na area de alimen-
tos e nutricao, ainda hoje a deficiéncia de ferro € um dos maiores problemas nutricionais,
nao s6 em paises em desenvolvimento, como também em paises mais desenvolvidos,
fazendo com que a anemia ferropriva seja uma doenc¢a democritica, afetando qualquer
pessoa em qualquer nivel social.

Além dos danos em criangas, a reduciao do desenvolvimento fisico e mental pode
causar grandes perdas a sociedade através da reducio dos retornos aos investimentos
em capital humano que ocorrerao na fase adulta do individuo.

Com a ajuda da sociedade, da comunidade cientifica, do governo, dos 6rgaos da

sadde, da midia e do préprio consumidor, atualmente, tém havido maior conscientizacio

sobre intima relacdo entre a satide e os habitos alimentares.
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Portanto, a importincia de uma alimentacio equilibrada e diversificada é funda-
mental na manutenc¢ao da satide do individuo durante toda a sua vida. Neste ponto,
a educacao nutricional € muito importante, pois esclarece que € possivel suprir as
necessidades orgdnicas através do consumo de alimentos presentes no dia-a-dia do indi-
viduo. Estes alimentos devem ser combinados da forma mais conveniente para o melhor
aproveitamento do ferro, proporcionando boa absorc¢ao através de combinac¢oes de ali-
mentos. A utilizacao de alimentos com fatores promotores da absorcao do ferro é fun-
damental para minimizar os nimeros desta deficiéncia.

Quadro 2 Interagdes dietéticas que alteram a biodisponibilidade do ferro

NUTRIENTE QUE INTERAGE EFEITOS
Proteinas Aumentam a absorcao do ferro nao heme

Aminoacidos Mistura de aminoacidos favorecem a absorcdo do ferro, sen-
do a cisteina um dos aminoacidos mais ativos
Acidos organicos Dietas com alto contetido de dcido latico, facilitam a absor-

cio
Fosfatos de cdlcio  Diminuem a absorcio

Zinco A administracio de suplementos de zinco inibem a absorcao
do ferro. Se o suplemento contiver os 2 elementos, a biodis-
ponibilidade de ferro € menor quanto maior a proporcao
Zn:Fe

Vitamina C Favorece a absorciao do ferro nio heme ao manté-lo soluvel
no pH intestinal. Facilita a mobilizacao de ferro ao inibir a
degradacio de ferritina por enzimas lisossdbmicas. Sua defici-
éncia causa acumulacao de Fe-hemossiderina

Vitamina A Sua deficiéncia inibe a utilizacao do ferro e acelera o apareci-
mento de anemia. A deficiéncia de ferro se associa epidemio-
logicamente com a deficiéncia de vitamina A

Cha, café Ao se tomar cha, simultaneamente, com fonte de ferro, a ab-
sor¢ao cai de 10,4 para 3,3 %, devido a formacio de comple-
X0s com taninos na luz intestinal. O café também inibe a ab-
sor¢ao de ferro

Polifendis Ligam e insolubilizam o ferro

Fonte: CABALLERO, 1988.
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Dietary lipids are a source of essential fatty acids to the buman
organism, where linoleic and o-linolenic acids are good examples.
Fatty acids are important to energy balance, membrane biosyntbesis,
eicosanoids production and otbers specialized functions. In the tissues,
Jatty acids can be oxidized to acetyl CoA (fs-oxidation) or esterified to
acylglycerol, which, similar to triacyiglycerols, are the caloric source to the
organism. Most of the functional properties of membranes are influenced
by fatty acids present in the phospholipids. Saturated fatty acids decrease
the membranes’ fluidity, whereas poliunsaturated fatty acids increase
it. The aim of this work was to report the usual aspects involved with
different dietary fatty acids.
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Los lipidos de la diets son fuente de
dcidos grasos esenciales para elo organismo
bhumano, donde se encuentran los dcidos lino-
leico y a- linolénico. Los dcidos grasos son impor-
tantes para el balance de energia, la biosintess
de membranas, la produccion de eicosanoides
y otras funciones especificas. En los tejidos, los
dcidos grasos pueden ser oxidados a acetil-CoA
(b-oxidacion) o esterificados e acilglicerol que
es la forma mads eficiente de reserva calorica
del organismo. Muchas de las propiedades fun-
cionales de las membranas estan influenciadas
por los dcidos grasos que componen los fosfo-
lipidos. Los dacidos grasos saturados disminu-
yen la fluidez de las membranas, mientras los
dcidos grasos poliinsaturados la aumentam. El
presente trabajo tiene por objetivo relatar los
aspectos generales relacionados com los dcidos
grasos de la dieta.

Palabras clave: acidos grasos cis y trans,
eicosanoides, lipidos
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Os lipidios da dieta sdo fonte de dcidos
graxos essenciais para o organismo bumano,
onde se encontram os dcidos linoléico e
o-linolénico. Os dcidos graxos sdo importantes
para o balanco energético, biossintese de mem-
branas, producdo de eicosandoides e outras fun-
coes especializadas.Nos tecidos, os dcidos graxos
podem ser oxidados a acetil-CoA (fs-oxidagcdo)
ou esterificados a acilglicerol, onde como tria-
cilglicerol constituem a forma mais eficiente
de reserva calorica do organismo. Muitas das
propriedades funcionais das membranas sdo
influenciadas por dcidos graxos que compoem
os fosfolipideos. Os dcidos graxos saturados
diminuem a fluidez das membranas, enquanto
os dcidos graxos polinsaturados promovem
maior fluidez. O presente trabalbo tem como
objetivo relatar os aspectos gerais que envol-
vem os diferentes dcidos graxos da dieta.

Palavras-chave: acidos graxos cis e trans,
eicosandides, lipidios
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INTRODUCAO

O tipo de gordura que compde a dieta desempenha um papel importante no
desenvolvimento de muitas doencas, como as doencas cardiovasculares, diabetes mel-
litus insulino nao-dependente e alguns tipos de cancer. Tem sido demonstrado que uma
elevacao dos niveis de lipidios sanguineos devido a um excesso de gordura consumida
na dieta, pode levar a deposicao de tecido adiposo, além da quantidade normal, e como
conseqliéncia pode contribuir para o desenvolvimento de muitas doencas. Contudo,
existem evidéncias que nido simplesmente a quantidade de gordura consumida, mas
também o tipo de gordura (saturada, monoinsaturada e/ou polinsaturada), e particular-
mente 4cidos graxos especificos, sao fatores importantes tanto na saide como na car-
cinogénese humana (YAQOORB et al, 1995; WINTERBOURN et a/, 1985).

Acipos GRAXos

Os lipidios da dieta originam-se de fontes animal, vegetal e marinha. Estrutural-
mente a maioria dos lipidios da dieta contém trés acidos graxos ligados a uma molécula
de glicerol e é conhecida como triacilgliceréis (BELL et al, 1997).

Dependendo do tamanho da cadeia carbdnica, do nimero e da posicao das duplas
ligacoes e linearidade (esteroespecificidade, cis e trans), os lipidios tém diferentes pro-
priedades fisicas e quimicas Os acidos graxos apresentam diferentes tamanhos de cadeia
de 3 a 24 atomos de carbono. Os acidos graxos podem ser saturados ou insaturados.
Os acidos graxos insaturados, por possuirem duplas ligacdes, sio considerados quimi-
camente mais instaveis. Quando possuem apenas uma dupla ligacio sao denominados
monoinsaturados; com duas ou mais duplas ligacdes, sio chamados de polinsaturados
(BELL et al, 1997).

NOMENCLATURA DOS ACIDOS GRAXOS

A nomenclatura quimica convencional € a sistemdtica, a qual inicia a numeracio
dos atomos de carbonos pelo grupo carboxila terminal. Os dtomos de carbono de
numero 2 e 3 adjacentes ao grupo carboxila, sio denominados de carbonos a e f3,
respectivamente, enquanto que o dltimo carbono € o w- ou n-carbono. A posicio da
dupla ligacao é indicada pelo simbolo A, seguido por um nimero, por exemplo: A’ se
refere 2 dupla ligacio entre os carbonos 9 e 10 numerados a partir do grupo carboxila.
Contudo, uma pratica aceita € descrever a estrutura quimica das moléculas dos acidos
graxos iniciando pela numeracio dos carbonos no grupo metil (w- ou 7-) (ROSE e CON-
NOLY, 1999).

O acido oléico tem uma dupla ligacao localizada entre os carbonos 9 e 10 do
grupo metil final, e é designado como acido graxo monoinsaturado @9 (ou 7-9). Este
acido graxo pode ser sintetizado por todos os mamiferos, incluindo humanos. Os dcidos
graxos polinsaturados w3 (7-3) e w6 (7-6) ndao podem ser sintetizados pelos mamiferos,

107



MOREIRA, N.X.; CURI, R.; MANCINI FILHO, J. Acidos graxos: uma revisao. Nutrire; rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food
Nutr., Sao Paulo, SP., v.24, p.105-123, dez., 2002

por nio possuirem a enzima A9-dessaturase; portanto, eles devem ser obtidos da dieta
(ROSE e CONNOLY, 1999; TEITELBAUM e WALKER, 2001). Os acidos graxos linoléico
(w6) e a-linolénico (w3) sio essenciais para funcdes celulares normais, e atuam como
precursores para a sintese de 4cidos graxos polinsaturados de cadeia longa como os acidos
araquidonico (AA), eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), que fazem parte
de numerosas funcoes celulares como a integridade e fluidez das membranas, atividade
das enzimas de membrana, interacoes lipidio-proteina e sintese de eicosandides como as
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (Figura 1) (YOUDIM et al, 2000).

o

HJ w9 B COOH
Acido oléico (18:1, n-9)

6
VAAVAVAVAVAS

Acido linoléico (18:2, n-6)

w

w3 ) COOH
Acidoa-linolénico (18:3, n-3)

FIGURA 1 Estrutura do 4cido oléico (w9), 4cido linoléico (w6) e do dcido a-linolénico
(w3) (ROSE e CONNOLLY, 1999).

DIGESTAO, ABSORCAO E METABOLISMO DAS GORDURAS DA DIETA

Ap6s hidrolise na cavidade oral e no estdmago, os lipidios da dieta sio emulsifica-
dos no duodeno com a ajuda dos acidos biliares. Os lipidios e os sais biliares interagem
para formar as micelas. As micelas sio formadas por triacilglicerdis, ésteres de colesterol
e fosfolipideos, que sao digeridos com ajuda da lipase e colipase, subseqientemente,
os lipidios digeridos entram passivamente nos enterdcitos. Os acidos graxos de cadeia
curta sao transportados no sangue ligados a albumina. A absor¢io dos dcidos graxos
polinsaturados para dentro dos enterdcitos € facilitada por uma “proteina ligante de
acidos graxos” (FABP). A FABP é uma pequena proteina que tem grande afinidade por
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acidos graxos de cadeia longa. Ap6s absor¢io, os dcidos graxos de cadeia longa sio
esterificados novamente a triacliglicerol por aciltransferases, e sao liberados na circula-
¢ao linfatica como quilomicrons (WOUTERSEN et al, 1999).

Todos os mamiferos podem sintetizar dcidos graxos de novo a partir da acetil
coenzima A. O produto final da enzima sintetase de dcidos graxo é o acido palmitico
(16:0), que pode ser elongado para 4cido estedrico (18:0). Este dcido graxo com 18
atomos de carbono € muito importante para a sintese de acidos graxos insaturados. A
introdu¢io de uma dupla ligacio entre os dtomos de carbonos 9 e 10 é catalisada pela
enzima A-9 dessaturase. Esta enzima estd presente em plantas e animais, e converte o
acido estedrico para o acido oléico (Figura 2) (CALDER, 1998; TEITELBAUM e WALKER,
2001). Portanto, o acido oléico (18:1) ndo € um acido essencial, consequentemente, pode
competir com os acidos linoléico e a-linolénico e seus produtos intermediarios, para as
reacoes mediadas por dessaturases e elongases (WOUTERSEN et al/, 1999). Nas plantas,
a enzima A-12 dessaturase converte o dcido oléico em acido linoléico e a A-15 des-
saturase converte o 4cido linoléico em acido a-linolénico (CALDER, 1998; TEITELBAUM
e WALKER, 2001).

Nas células animais os acidos linoléico e a-linolénico sofrem dessaturacio e
elongacdo das cadeias, nos quais eles competem pelas enzimas elongases e A6-, A5-
e A4d-dessaturases. O dcido linoléico é dessaturado e elongado ao acido dihomo-y-
linolénico (20:3) e subseqiientemente, dessaturado ao adcido araquidénico (20:4). O
acido a-linolénico é dessaturado e elongado para o 4cido eicosapentaendico (20:5) e

Acido palmitico

elongacao
/ \V/
Acido estearico (18:0)

A

v A12 A15
Acido oléico :P acido linoléico |:> a-linolénico
(plantas

(18:1 ®9) (18:2 w6) (plantas)  (18:3 w3)

DESSATURACAO E ELONGACAO
ADICIONAL

FIGURA 2 Biossintese dos acidos graxos (CALDER, 1998).
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ﬂ
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ﬂ
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=
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—
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\V/ \V/
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FIGURA 3 Vias da biossintese dos acidos graxos polinsaturados (CALDER, 1998;

YOUDIM et al, 2000; TEITELBAUM e WALKER, 2001).
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docosahexaendico (22:6). Os processos enzimiticos de dessaturacio e elongacio dos
acidos graxos siao localizados principalmente na fracio microssomal do figado. A dessat-
uracio dos acidos graxos w3 é um pouco mais efetiva que a dos dcidos graxos w6, onde
a enzima A6-dessaturase atua preferencialmente nos dcidos graxos w3 (WOUTERSEN ez
al, 1999; TEITELBAUM e WALKER, 2001). O acido linoléico é encontrado abundante-
mente nas sementes da maioria das plantas e € o acido graxo polinsaturado predomi-
nante na dieta ocidental. Muitas plantas marinhas (especialmente algas unicelulares) e
alguns 6leos de peixes marinhos sio ricos em EPA e DHA, que sio os produtos de
elongacio e dessaturacao do acido a-linolénico (Figura 3) (TEITELBAUM e WALKER,
2001).

BIOSSINTESE DOS EICOSANOIDES

Uma vez ingeridos, os acidos linoléico e a-linolénico podem ser dessaturados e
elongados ao AA (20:4 w6), EPA (22:5w3) e DHA (22:6 w3), respectivamente. O AA e
o EPA presentes nas membranas celulares podem ser metabolizados via lipoxigenases e
ciclooxigenases para formar os eicosandides (MANTZIORIS et al, 1995).

Os eicosandides sio uma familia de compostos com 20 dtomos de carbono,
apresentando oxigénio na estrutura e sao derivados dos 4cidos dihomo-y-linolénico,
araquidonico e eicosapentaendico. Os eicosandides incluem prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs), os quais sio denominados de prostandides, bem como os leuco-
trienos (LTs), lipoxinas (IXs), dcidos hidroperoxieicosatetraenéico (HPETEs), e 4cidos
hidroxieicosatetraenéico (HETEs). O principal precursor destes compostos ¢ o AA. Os
eicosanodides produzidos a partir do AA tém funcdes bioldgicas mais potentes que
aqueles dos acidos dihomo-y-linolénico ou do EPA (MANTZIORIS et al, 1995; ROSE e
CONNOLLY, 1999; LONG e ORLANDO, 2000; TEITELBAUM e WALKER, 2001).

A sintese das PGs inicia-se com a hidrolise do AA e de outros acidos graxos polin-
saturados com 20 atomos de carbono na posicio sn-2 dos fosfolipideos (YOUDIM et
al, 2000). O 4cido graxo polinsaturado precurssor € liberado das membranas fosfolipidi-
cas, pela acio da enzima fosfolipase A2 na fosfatidilcolina ou pelas acoes da fosfoli-
pase C (PC) e da lipase diacilglicerol (DAG) no fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). A
sintese dos eicosandides inicia-se com a via da cicloxigenase, que converte o AA em
endoperoxidos ciclicos, uma molécula precursora na sintese das prostaciclinas (PGI),
um potente vasodilatador, e TXA , um potente vasoconstrictor, € outras prostaglandinas
(PGE,, PGF, e PGD,), ou pela via da 5-, 12-, ou 15-lipooxigenase que fornece LTs,
HPETEs, HETEs e LXs (MANTZIORIS et al, 1995; ROSE e CONNOLLY, 1999; YOUDIM
et al, 2000; TEITELBAUM e WALKER, 2001;). As lipoxigenases sao di-oxigenases que
incorporam oxigénio molecular em posicoes especificas dentro dos acidos graxos polin-
saturados; baseadas nos sitios de insercio do oxigénio sao classificadas como 5-, 12- ou
15-lipoxigenases. A lipoxigenase catalisa a adi¢io de uma molécula de oxigénio conver-
tendo o AA em produtos oxigenados (leucotrienos), que possuem potentes propriedades
biolégicas. O principal metabolito produzido desta enzima € o 12-hidroxieicosatetraendico
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(12-HETE). Quando o AA é oxidado pela 5-lipoxigenase, o produto resultante é o 4cido
5(S)-hidroperoxieicosatetraen6ico-6,8,11,14 (5-HPETE) (YOUDIM et al, 2000).

Durante a formacio das PGs existe uma competicio entre as duas diferentes
classes de acidos graxos polinsaturados. O EPA e DHA competem com o AA pela acio
da cicloxigenase e da lipoxigenase para sintese de PGs e LTs. O AA é o precursor de
duas séries de prostandides (PGA2, PGE2, PGI2 [prostaciclinal, PGF2a, e TXA2) e dos
leucotrienos da série 4 (LTB4). O EPA fornece as PG e TXs da série 3, e LT da série
5, estes sdo tipicamente, menos ativos que os seus produtos correspondentes do AA

ACIDO LINOLEICO ACIDO a-LINOLENICO
(18:2 w6) (18:3 w3)
[ ]
[
L]
L
[ ]
L]
[ ]
DIHOMO-y-LINOLENICO & EPA/DHA
N %
o \ & 4
PGE,, PGFy, N A 3R 4 .
: | digloxigenase
. .
MEMBRANA °, ‘4
FOSFOLIPIDICA . TXA,
: | lipoxigenase *,
mremnes > Fosfolipase A2 *
ACIDO ARAQUIDONICO PGE
3
‘0 . PGI;
cicl@xigenase LTB;
igepe
lip . * LTDs
. L LTEs
)
% PGD;
% PGE2
LTB; \g PGI;
LTC, PGF:.
LTD,
LTE 4 TXA,
TXB,
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HETEs LXA 4

Figura 4 Biossintese dos eicosandides do dcido araquidonico e do EPA (YOUDIM et al,
2000; ROSE e CONNOLLY, 1999; CALDER, 1998; KINSELLA et al, 1981).
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(TEITELBAUM e WALKER, 2001; MANTZIORIS et al, 1995). Estes compostos tém tempo
de vida curta e acao imediata na proximidade da célula em que foram produzidos. A
producao deles ¢ iniciada por um estimulo especifico (TEITELBAUM e WALKER, 2001).

Os eicosanoides derivados do AA sio potentes agentes pro-inflamatorios e pro-
agregatérios (MANTZIORIS et al, 1995). In vivo as PGs estao envolvidas na modulagio
e na intensidade da resposta imune. As TXA2 sio potentes agentes agregadores plaque-
tarios e vasoconstrictores. No entanto, as TXA3 sao compostos que apresentam pequena
atividade tanto na agregacio plaquetdria quanto na vasoconstriccao. Ja a PGI3 apre-
senta elevada atividade vasodilatadora e inibidora da agregacao plaquetaria. Os LTB5
sao fracos agentes quimiotdxicos (Figura 4). O tipo e a quantidade de eicosandides pro-
duzidos dependem do tipo de lipidio ingerido na dieta e da presenca ou auséncia de
injuria ou inflamacao tecidual (ROSE e CONNOLLY, 1999; YOUDIM et al, 2000; LONG e
ORLANDO, 2000).

ACIDOS GRAXOS TRANS

Os 4acidos graxos insaturados em vegetais e tecidos animais tipicamente tém a
configuracao cis (MENSINK e KATAN, 1993). Os acidos graxos trans (AT) sao formados
durante o processo de hidrogenacio parcial dos Oleos vegetais. Os AT sio também
encontrados em niveis menores nas carnes e nos produtos lacteos como um resultado
da biohidrogenacao realizada pela fermentacio bacteriana dos animais ruminantes. Os
AT sao raramente encontrados nas plantas (LICHTENSTEIN et al, 2001). O aquecimento
de 6leos vegetais também induz a formacao de isdbmeros geométricos dos acidos graxos
polinsaturados (CHARDIGNY et al, 1997; SANIBAL, 2001), da mesma forma que a irra-
diacao de alimentos (BRITO et al, 2002).

A hidrogenaciao de 6leos vegetais foi introduzida nos Estados Unidos em 1910.
Um pouco antes da Segunda Guerra Mundial, as margarinas foram produzidas em larga
escala a partir da mistura de 6leo de coco, gordura animal ou banha de porco. A partir de
1940, iniciou-se a utilizacio da hidrogenacio de 6leos vegetais na produgio de gorduras
solidas. No inicio de 1950, a industria de alimentos utilizou largamente as gorduras soli-
das na producio de biscoitos, bolos e nos produtos de panificacao (ZOCK e MENSINK,
1996).

Durante o processo de hidrogenacio parcial, os 6leos sio aquecidos na presenca
do niquel ou de outro metal catalitico e exposto ao gas hidrogénio. Este processo é
freqientemente feito para aumentar a estabilidade e diminuir a viscosidade para subse-
qiiente uso em produtos alimentares. Algumas das duplas ligacoes cis sao convertidas
para duplas ligacoes trans. Outra mudanca que ocorre durante o processo de hidroge-
nac¢io € a migracio de algumas duplas ligacdes ao longo da cadeia acil, formando multi-
plos isdbmeros posicionais, além de formar acidos graxos saturados (ZOCK e MENSINK,
1996; ASCHERIO e WILLETT, 1997; LICHTENSTEIN ef al., 2001).
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FIGURA 5 Hidrogenacio dos dcidos graxos por biohidrogenacao e por processo indus-
trial (MANCINI-FILHO e CHEMIN, 1996).

Os altos niveis de acidos graxos polinsaturados dos 6leos vegetais da dieta sao
extremamente vulnerdveis a autoxidacio. Esta caracteristica limita o tempo de vida util
quando hd exposicio ao ar e causa problemas na distribuicdo e armazenamento dos
oleos e dos produtos que os contém. A hidrogenacio parcial dos dleos vegetais produz
gorduras com propriedades fisicas desejaveis, diminuindo a rancidez e aromas nao dese-
javeis, aumentando a vida de prateleira, tornando disponiveis gorduras mais baratas
em grande escala; no entanto, diminui o conteido de acidos graxos polinsaturados, e
aumenta os 4cidos graxos saturados como também os isdmeros cis e trans dos acidos
monoendicos, a maioria dos quais sao raros na natureza e o metabolismo, nao muito
bem conhecido (LICHTENSTEIN et al, 2001).
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Quando os 4cidos graxos insaturados cis sdo alterados pela hidrogenacio parcial,
ficam com algumas propriedades dos acidos graxos saturados. Os acidos graxos trans
sdo acidos graxos insaturados com pelo menos uma dupla ligaciao na configuracio trans.
Os acidos graxos trans sio do mesmo tamanho e peso molecular do dcido graxo cis
que os originou, apresentando o mesmo nimero de carbonos, hidrogénios e oxigénios,
mas com diferente conformacao espacial (ALMENDINGEN et al, 1995; MANCINI-FILHO,
2001).

Os acidos graxos trans mais comuns de oleo de peixe, sao os monoinsaturados,
mas varios isomeros diinsaturados trans,trans-, cis,trans-, trans,cis- € 0s isdmeros
trienoicos ou mais insaturados podem ser formados, mas em menores quantidades
(ALMENDINGEN et al, 1995). Os AT predominantes nos alimentos sio os acidos 18:1-9¢,
18:1-10¢ e 18:1-11¢, que sao os isbmeros presentes nos Oleos parcialmente hidrogenados
(VIDGREN et al, 1998).

Os acidos graxos trans estdo entre os acidos graxos saturados e os insaturados cis.
O numero, a geometria, e a posicao das duplas ligacdes nos acidos graxos interferem
no ponto de fusio. O acido oléico (18:1-9¢), tem ponto de fusio 13°C, seu isdmero, o
acido elaidico, (18:1-91), 44°C, e o acido estedrico (18:0), 72°C (Figura 6) (ASCN/AIN,
1996; VALENZUELA e MORGADO, 1999).

H QH Hb éFi’
R Cis Fr R Trans H

R, R’ Cadeia hidrocarbonada

FIGURA 6 Isomeria cis-trans dos dcidos graxos

Acido Oleico Acido Elaidico Acido Estedrico
cis, C 18:1, trans, C 18:1, cis, C 18:0

N

omega -9 omega -9

FIGURA 7 Estrutura esquematica dos isdmeros cis e trans em comparacio com a estru-
tura de um acido graxo saturado (ROSE e CONNOLLY, 1999).
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Os principais acidos graxos trans polinsaturados encontrados em 6leos vegetais
e Oleos de fritura sio os 18:2-9¢,12t e 18:2-9¢, 12¢, formados a partir do acido
linoléico (18:2 9¢,12¢). Os isdmeros do acido a-linolénico (18:3-9¢,12¢,15¢) sdao princi-
palmente os 18:3-9¢,12¢,15¢, 18:3-9¢,12¢,15¢ e 18:3-9t,12¢,15¢. Estes compostos sao des-
saturados e elongados em isdmeros trans dos acidos araquiddnico e eicosapentaendico
(20:5-5¢,8¢,14¢,174; 20:5-5¢,8¢,111,14¢,17¢ e 20:5-5¢,8¢,111,14¢,17) (CHARDIGNY et al,
1997, LOT er al, 2000; BRETILLON et al, 1998).

METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS TRANS

Os acidos graxos trans sio rapidamente absorvidos e incorporados na maioria dos
tecidos dos mamiferos, incluindo os humanos, em concentracdes que aparentemente
refletem o conteido dos mesmos na dieta (KINSELLA et al, 1981; MANCINI-FILHO e
CHEMIN, 1996). Os AT competem com o metabolismo dos dcidos graxos essenciais, pela
inibicio da incorporacao na membrana fosfolipidica e pela reducao da conversao dos
dcidos graxos essenciais para os eicosanéides em diferentes células animais. A ingestao
dos isdbmeros trans altera a agregacao plaquetaria e a funcio vascular (ASCHERIO et al,
1994; VALENZUELA e MORGADO, 1999).

Varias funcdes da membrana sio dependentes da composicio lipidica. Assim,
a ingestdo de gordura através da dieta pode modificar a composicio e a atividade
bioquimica das membranas celulares (MORGADO et al, 1998; IBRAHIM ¢ GHAFOO-
RUNISSA, 2001). Os AT sao incorporados nas membranas lipidicas, sofrem o processo
de absorcao e deste modo afetam as propriedades fisicas das membranas das células
(MAHFOUZ et al, 1980; SHIMP er al, 1982).

Os AT, provavelmente, seguem as mesmas vias bioquimicas, semelhantes aos
acidos graxos essenciais (BRETILLON et al, 1998). Os AT inibem a enzima A6G-dessatu-
rase, que catalisa o estagio inicial da taxa limitante da dessaturacio do acido linoléico e
do acido a-linolénico, enquanto que nos 6leos marinhos, pela presenca de EPA e DHA,
ocorre a inibi¢do das enzimas A5 e A6-dessaturases (KIRSTEIN et al, 1983; MAHFOUZ e
KUMMEROW, 1999).

BRETILLON et al (1998) demonstraram que, por comparacao com o acido lino-
léico, a geometria trans na posicao A12 aumenta significativamente a dessaturacao dos
acidos graxos precursores, embora a geometria frans na posicao A9 aumente a elonga-
¢do. A respeito do acido graxo a-linolénico (18:3 ®w3), a geometria frans na posicio
A15 somente diminuiu a dessaturacao dos acidos graxos, enquanto que a geometria na
posicio A9 tanto aumentou a dessaturacio como a elongacao dos precursores.

MAHFOUZ e KUMMEROW (1999) verificaram que o consumo de gordura hidro-
genada rica em 4cido graxo elaidico (18:1 99), na presenca adequada de acido linoléico
(18:2 9¢, 12¢), pode ainda diminuir o nivel de 4cido araquiddnico nos fosfolipideos
dos tecidos. Contudo, a diminui¢io no conteido de acido araquiddénico nio afetou a
quantidade de tromboxano (TX2) ou prostaglandinas 2 (PGE2), produzidos in vitro por
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plaquetas e aorta, respectivamente. Este mesmo estudo também mostrou que dieta defi-
ciente em 4acidos graxos essenciais e que contém altos niveis de AT nio aumentou a

atividade da enzima prostaglandina sintetase.

Os AT comportam-se semelhantemente aos acidos graxos saturados, e estao prefe-
rencialmente incorporados na posicao 1 dos fosfolipideos, substituindo os dcidos graxos
saturados. Um aumento moderado de AT na dieta resulta em uma expressiva incorpora-
cdo nos triacilglicer6is plasmaticos e nos fosfolipideos, e em menor grau nos ésteres de
colesterol. Os AT em uma concentracao de 5% do total de energia da dieta diminuem a
conversio do acido linoléico para os metabdlitos de cadeias mais longas e mais insatura-
dos. A presenca do acido 18:1 9¢ nos triacilglicerdis e nos fosfolipideos dos tecidos reflete
seguramente a ingestao deste acido graxo pela dieta (VIDGREN et al, 1998; BYSTED et
al, 1998).

Muitos dos efeitos dos isbmeros trans em animais sao resultados de uma deficién-
cia dos acidos graxos essenciais, mais que um efeito de um isdmero trans especifico,
portanto, isto pode ser prevenido por um aumento da disponibilidade dos acidos graxos
essenciais (MAHFOUZ e KUMMEROW, 1999).

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que isdmeros trans de acidos graxos,
semelhante aos cis sofrem oxidacao e esterificacao nos tecidos animais. A taxa de oxida-
¢ao dos AT parece ser influenciada pela caracteristica tecidual e do sistema experimental
empregado. IDE e SUGANO (1986) observaram em figados intactos que a oxidacao dos

AT nio foi necessariamente menor que dos 4dcidos graxos cis.

Os isdmeros trans dos acidos graxos essenciais sao utilizados para a producio de
energia em humanos de forma semelhante aos seus isomeros cis. Os efeitos metabdlicos
dos acidos graxos polinsaturados trans podem ser modulados pela biodisponibilidade
dos mesmos e influenciar a metabolizacao dos acidos graxos essenciais (linoléico e
a-linolénico) (BRETILLON et al, 2001).

ISOMEROS CONJUGADOS DO ACIDO LINOLEICO (CLA)

Os acidos octadecadiendico conjugados sio um grupo de isdbmeros de posiciao e
geométricos do 4cido linoléico (C18:2 w-6). Eles sio conhecidos como 4cido linoléico
conjugado (CLA), e suas duplas ligacdes sao separadas por uma ligacao simples carbono-
carbono (insaturacio conjugada), em vez da interrup¢io usual da estrutura metilénica
no sistema de duplas ligacdes. Os isdbmeros CLA incluem isomeria geométrica cis-cis, cis-
trans, trans-cis e trans-trans, e isomeria com as duplas ligacdes nas posicoes 9 e 11, 10
e 12 ou 11 e 13 (Figura 7) (BESSA et al, 2000).

O isdbmero natural predominante em humanos e animais é o 4cido octadecadie-
noéico 9¢,11¢, denominado acido ruménico. Este acido é considerado como o CLA bio-
logicamente mais ativo, por ele ser predominantemente incorporado nas membranas
fosfolipidicas (HA et al, 1990; SALMINEN et al, 1998).
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FIGURA 8 Principais isbmeros conjugados do acido linoléico (BESSA et al, 2000).

Em bovinos os CLA sio formados durante a hidrogenacao enzimatica do acido
linoléico pelos microrganismos do rimen. O estigio inicial envolve a isomerizacio do
acido linoléico para a forma diendica conjugada 9¢,11¢. Contudo, muitos dos CLA pro-
duzidos no rimen sao utilizados para reduzir preferencialmente a dupla ligacao 9cis para
formar o acido trans vacénico (LOOR e HERBEIN, 1998).

Os CLA sao particularmente encontrados em produtos de origem animal e tém
sido identificados nos tecidos humanos incluindo sangue, bile, tecido adiposo e leite.
O isdbmero 9¢,11t representa mais de 95% dos dienos conjugados nos tecidos humanos
(SALMINEN et al, 1998). Em ratos, os CLA podem ser produzidos por biohidrogenacio
do acido linoléico livre pela flora intestinal ou possivelmente através da dessaturacao do
acido trans-vacénico (C18:1-11t) nos microssomos do figado (POLLAR et al, 1980).

HA et al (1987) isolaram os isdmeros CLA e observaram que os mesmos apresen-
tavam atividade anticarcinogénica. Desde entdo, a acao inibitéria dos CLA foi observada
em varios modelos de carcinogénese, incluindo epidérmica (HA et al, 1987; BELURY
et al, 1996), mamaria (IP et al, 1991, 1994,1999; THOMPSON et al, 1997) e carcinomas
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gastrintestinais (HA et al, 1990; LIEW et al, 1995). Os CLA também foram efetivos na
reducio do tamanho e da metastase de células de cancer de mama humano (CESANO et
al, 1998). O efeito anticarcinogénico dos CLA parece ser dose dependente de 0.1 a 1%
na dieta (P et al 1991; 1P et al, 1994).

Em modelos experimentais tem-se atribuido aos CLA a¢ao protetora na reducio do
cancer e da aterosclerose, na estimulaciao de certas fungdes imunes, na reducao da massa
gordurosa, e na normalizacio da tolerdncia a glicose em diabéticos. Contudo, poucas
informacdes estao disponiveis sobre seus mecanismos de acio (RAHMAN et al, 2001;
BANNI et al, 2001).

Os mecanismos de acao dos CLA na modulacao da carcinogénese incluem: rapida
incorpora¢io nas membranas fosfolipidicas das células e a substituicao dos dcidos graxos
polinsaturados pelos CLA, afetando reacdes que conduzem ao estresse oxidativo, a trans-
ducao de sinais, a diminuicao na sintese de eicosanodides, a modulacao da resposta
imune e a supressio da proliferacao celular (BELURY, 1995; IGARASHI ¢ MIYAZAWA,
200D).

PADOVESE e MANCINI-FILHO (2002) destacaram a importancia da realizacao de
mais estudos sobre acidos graxos trans no metabolismo humano e animal, ja que devido
ao elevado nimero de diferentes isdbmeros formados durante a hidrogenacio, existem
compostos que tanto podem induzir o surgimento de problemas cardiacos, como aque-
les que podem participar de processos que levam a inibicao da carcinogénese.

CONSIDERAGOES FINAIS

As gorduras da dieta constituem uma das principais prioridades na pesquisa,
devido a associa¢ao destas com doengas do coracdo, cincer e outras doencas. Os lipi-
dios tém sido identificados como compostos moduladores das funcdes celulares, como
determinantes da estrutura de membranas, como ligantes de receptores de superficie
de células. Além de estarem envolvidos em muitas fun¢cdes metabdlicas do organismo
humano e animal, participando da formac¢io de prostaglandinas, prostaciclinas, trom-
boxanas e outros compostos bioativos responsaveis pela regulacao das funcdes celu-
lares. Muitas funcdes das membranas sio dependentes da composicao lipidica e os
lipidios ingeridos através da dieta podem modificar a composi¢io e a atividade bio-
quimica das mesmas. Os mecanismos biologicos dos efeitos dos lipidios nos varios
tipos de patologias sao pouco entendidos. No entanto, evidéncias sugerem que a alta
ingestao de gordura altera o balanco enddcrino, a modulacio do tipo e da quantidade
de eicosanodides produzidos, modificando a expressao génica e a fluidez da membrana,
alterando o metabolismo de energia, e/ou as funcdes imunonolégicas. Portanto, é
importante a realizacado de mais pesquisas nesta area para elucidar os mecanismos de
acao dos diferentes tipos de dcidos graxos sobre as células.
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The matter of adverse reactions to food bhas been increasingly dis-
cussed by the public bealth due to the concern of bealth risks. Regarding this
matter, it is necessary to mention the variety of concepts noted in the popu-
lar perception of the meaning of “food allergy”, “food intolerance”, ‘food
sensitivity” and other expressions. Indeed, this is not surprising because
even among doctors there is no consensus about the pertinent nomencla-
ture. Other manifestations of food intolerance bave been ascribed to the
participation of IgG subclass antibodies independently of the classic allergic
reaction (involving the participation of IgE antibodies). It is important to
identify the population at risk and the main clinical evidence related to
adverse reactions such as gastritis, migraine, arthritis, nephritis and skin
alterations, since the beneficial effect of a dietary correction should not be
disregarded. In this context, it is relevant the use of techniques, for identifi-
cation of food antigens responsible for the adverse reactions as well as the
type of antibodies involved. In a previous survey using ELISA methodology,
it was shown the presence of abnormal concentrations of IgG anti-extract of
Phaseolus vulgaris i1 6% of blood donors, 4% of patients with auto-immune
disorders, 8% of patients with other diseases and in 1 out of 7 malnourished
subjects (Zanin, 2002). The aim of this review is to call the attention to the
absence of Brazilian specific publications on the adverse reactions to food
that are largely consumed by this population. The knowledge deficit in these
areas should encourage researches in nutrition and clinical immunology.
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de IgG a antig

El tema de las reacciones adversas
a aliemntos viene siendo tratado com mds
[frecuencia porla salud piiblica en consecuencia
de la preocupacion com los riesgos para la
salud. La idea popular del significado de la
“alergia alimentar”, “intolerancia alimentar”y
“sensibilidad”, entre otras denominaciones, es
muy variada. Esto no es extranio, pues atin
entre médicos, no existe un consenso en la
nomenclatura pertinente. Independientemente
de las reacciones alérgicas cldsicas (envolviendo
la participacion de anticuerpos de la clase IgE),
otras manifestaciones de intolerancia alimentar
estan siendo atribuidas a la participacion
de anticuerpos de las subclases de IgG. Es
importante conocer la poblacion sensible y
las principales manifestaciones clinicas de las
reacciones adversas: gastritis, jaqueca, artritis,
nefritis y alteraciones cutdaneas, pues el eventual
beneficio de una correccion dietética no puede
ser menospreciado. En este contexto se insiere
la relevancia de la aplicacion de técnicas
para identificar los componentes antigénicos
de los alimentos responsables por las reacciones
adversas bien como el tipo de anticuerpo
involucrado. En un levantamiento preliminar
com el empleo de la técnica de ELISA, fue
demostrada la presencia de concentraciones
anormales de IgG anti-extracto de Phaseolus
vulgaris en 6% de donadores de sangre, 4%
de pacientes com enfermedades auto inmunes,
8% de pacientes com otras enfermedades y en
1 de 7 desnutridos (Zanin, 2002). El objetivo
de esta revision es lammar la atencion para
la carencia de literatura especifica sobre las
reacciones adversas a alimentos en nuestro
medio, lo que debe estimular investigaciones en
las dreas de nutricion y inmunologia clinica.

Palabras clave: alimentos, reaccion

adversa, respuesta humoral,

anticuerpos, alergia
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A questdo das reagées adversas a ali-
mentos vem sendo tratada de maneira cada vez
mais freqtiente pela saiide piiblica em conse-
qtiéncia da preocupacdo com riscos para a
saiide. E necessdrio registrar a diversidade con-
ceitual observada na percepcdo popular do sig-
nificado de “alergia alimentar”, “intolerdncia
alimentar” e “sensibilidade”, entre outras deno-
minagoes. Alids, isto ndo é de estranbar pois,
ate mesmo na classe médica, ndo existe um
consenso na nomenclatura pertinente. Inde-
pendentemente das reacoes alérgicas cldssicas
(envolvendo a participacdo de anticorpos da
classe IgE), outras manifestagoes de intolerdn-
cia alimentar estdo sendo creditadas a partici-
pacdo de anticorpos das subclasses de IgG. E
importante reconbecer as populagoes de risco e
as principais manifestagoes clinicas conseqiien-
les as reagoes adversas: gastrite, enxaqueca,
artrite, nefrite e alteracées cutdneas, pois o
eventual efeito benéfico de uma corregdo diete-
tica ndo pode ser desprezado. E neste contexto
que insere-se a releviancia da aplicagdo de téc-
nicas que identificam os componentes antigé-
nicos dos alimentos responsdveis pelas reacoes
adversas bem como o tipo de anticorpo envol-
vido. Em um levantamento preliminar com o
emprego da técnica de ELISA, foi demonstrada
a presenca de concentragoes anormais de IgG
anti-extrato de Phaseolus vulgaris em 6% de
doadores de sangue, 4% de pacientes com doen-
cas autoimunes, 8% de pacientes com outras
doengas e em 1 de 7 desnutridos (Zanin, 2002).
O objetivo desta revisdo é chamar a atengdo
sobre a caréncia de literatura especifica a res-
peito das reacoes adversas a alimentos em 1nosso
meio, o que deve estimular pesquisas nas dreas
de nutri¢do e imunologia clinicas.

Palavras-chave: alimentos, efeitos
adversos, resposta humoral,
anticorpos, alergia
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INTRODUCAO

A alergia alimentar continua a ser um termo mal empregado e mal compreendido
pela populac¢io em geral. Neste sentido ALTMAN e CHIARAMONTE (1996) aplicaram um
questiondrio simples, onde abordaram a existéncia de alergia alimentar na populacio
dos Estados Unidos. A pesquisa foi realizada em maio de 1989, junho de 1992 e junho de
1993 e os resultados apontaram 16 %, 17 % e 14 % daqueles que responderam, respec-
tivamente, achavam que pelo menos um membro de sua familia tinha alergia alimentar,
principalmente as criancas. Essas cifras sio muito diferentes da estimativa de 0,1 a 8
% de outros levantamentos com criancas, que realmente tém alergia alimentar, confir-
mada em estudos por desafio alimentar controlado por placebo duplo cego (SAMPSON
e HO, 1997; BOCK, 1987). Um equivoco freqiiente ¢ o de que todas as reacdes a ali-
mentos tém base alérgica, isto é, dependem da participacdo de anticorpos da classe IgE.
Desta maneira até ser feito apropriadamente um diagnéstico real de alergia alimentar,

recomenda-se o uso do termo reagdo adversa alimentar, de maior abrangéncia.

Entretanto é necessario registrar que a nomenclatura na area médica também nio
estd estabelecida de maneira uniforme, particularmente no que diz respeito as reacoes
adversas envolvendo alimentos*. A alergia alimentar classica é definida como depen-
dente exclusivamente da reacio IgE (anticorpo) - alimento (antigeno) e afeta uma por-
centagem pequena da populacao. Assim, a classica reagdo alérgica a um nutriente
ocorre rapidamente, geralmente dentro de 1 hora apds estimulo. Todavia, também pode
existir na reacio dependente de IgE uma fase tardia ja amplamente demonstrada
em modelos de “desafio” cutineo, nasal e bronquial, quase sempre precedidos pela
reacao imediata. Por outro lado, em muitos casos da assim denominada “intolerdncia
alimentar” 0 que ocorre € uma reacio adversa a alimentos incluindo reacdes toxicas,
farmacologicas e metabodlicas. Estas podem causar alteracoes digestivas inespecificas,
distirbios cutineos e respiratorios, cujos sintomas seriam devidos a participacdo de anti-
corpos da classe IgG. A intolerdncia alimentar manifesta-se apds horas e até mesmos dias
depois da ingestio do alimento e afeta um nimero maior de pessoas. Portanto, deve
ser considerada no diagnéstico diferencial da alergia alimentar e, embora possa ocorrer
similitude de sintomas, o tratamento difere dependendo do mecanismo envolvido na
reacao (Wilson, 2002). A intolerancia alimentar mais conhecida ¢é a deficiéncia de lactase:
individuos nao toleram alimentos com lactose, pois com a falta da enzima lactase o
organismo nao consegue digerir este tipo de acicar (SAMPSON, 1999). Vale registrar que
atualmente, em varios paises, estd ocorrendo uma preocupacio crescente, em termos
de saude publica, relacionada a questao de reacdes adversas aos alimentos (aqui consi-
derada com a conotac¢ido mais abrangente), causada principalmente pela repercussiao da
extensao do problema, como por exemplo:

* Neste texto ¢ utilizada a nomenclatura registrada nos trabalhos citados embora nem sempre o termo “alergia” corresponda
a reacao alérgica classica.
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a) ha estimativas indicando que 3.000.000 de norte americanos sofrem de alergia
alimentar, enquanto que em outro levantamento, 5 anos mais tarde, este nimero
alcancava 28.000.000 de pessoas (Asthma and Allergy Foundation, 1979, Ameri-
can College of Allergists, 1984), apud SLOAN e POWERS, 1986;

b) na Inglaterra, em inquérito patrocinado pelo Ministério da Agricultura, Pesca e
Alimentos, 16% entre 18.582 participantes informaram possuir alergia a alimen-
tos (YOUNG et al., 1987).

Em que pese a discrepancia entre as estimativas e mesmo tratando-se de outras
etnias, € forcoso reconhecer que uma parcela significativa da populacio esta sujeita aos
riscos advindos das reacdes adversas a alimentos.

DIETA E RESPOSTA HUMORAL

A ingestdo diaria de alimentos e bebidas constituem a maior fonte de antigenos para
o organismo humano. O risco de desenvolvimento de alergia alimentar depende da heredi-
tariedade, exposicio ao alimento, permeabilidade intestinal alterada e fatores ambientais
(HAMBURGER et al., 1983; Zieger et al., 1989). Exposicao antigénica prévia é o requisito
para o desenvolvimento da alergia. Para que ocorra uma reaco alérgica a um determinado
alimento, proteinas ou moléculas grandes, deste alimento (antigeno/alérgeno) devem ser
absorvidas, interagir com o sistema imunologico e produzir uma resposta. Sob condi¢coes
normais o trato gastrintestinal e o sistema imunolégico proporcionam uma barreira, a qual
impede a absor¢io da maior parte das proteinas intactas. Barreiras nao imunolégicas con-
sistem na secrecao de dcido no estdbmago, protedlise e enzimas pancredticas, peristaltismo
e microvilosidades intestinais. Os enterdcitos do intestino absorvem desde pequenos pep-
tidios a aminodcidos, além de fragmentos nio imunogénicos. A barreira imunolégica
utiliza IgA para protecio do limen intestinal e o complexo imune (CI) promove ainda
a secrecao de muco e protedlise na superficie da mucosa intestinal (SAMPSON, 1999).
Quando esta barreira falha pode ocorrer uma sensibilizacio do tipo alérgica e uma
reexposicio ao antigeno produz a reacdo alérgica (Adams, 1995), similarmente ao que
pode ocorrer quando a mediagiao € por IgG e envolver outros mecanismos. Entretanto
o trato gastrintestinal pode permitir a entrada de macromoléculas (antigenos) em indi-
viduos normais e esses antigenos sao rapidamente eliminados na circulacio (WILSON
e WALZER, 1935). PAGANELLI et al. (1979) demonstraram que proteinas alimentares
podem ser absorvidas antigenicamente intactas na circulacao de individuos normais apos
a ingestao do alimento ao qual sdo sensiveis, ocasionando a formac¢ao de CI.

A resposta humoral envolve a formac¢io de anticorpos e possui um papel impor-
tante na patogenia das reacdes adversas a alimentos, pois as reacdes alérgicas classicas
sao dependentes das imunoglobulinas IgE. A contribuicio de outras classes de anticor-
pos na resposta imune normal para antigenos alimentares também tem sido alvo de
interesse crescente ha algum tempo. Assim, foi demonstrado que nivel elevado de IgG
aparece quando se tem um prolongado tempo de exposi¢cao ao antigeno nas membranas
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mucosas (HOMBURGER et al., 1986; Barnes et al., 1986) e poderia representar uma res-
posta normal a proteina da dieta (PAGANELLI et al., 1979). A diminuicao da ingestao do
alimento por no minimo 3 a 6 meses pode efetivamente diminuir os niveis de anticorpos
circulantes (QUINTI et al., 1988).

A formacio de CI representa um evento normal na resposta imune, contribuindo entre
outros efeitos para a neutralizacao e eliminacao do antigeno. A presenca de niveis elevados
de CI circulantes no organismo é geralmente considerada como patolégica. Por outro lado,
a relacio da concentracio de CI com o tipo de lesdes encontradas, nao € clara, pois niveis
aumentados de CIs tém sido encontrados em varias condicdes clinicas; possivelmente isto
se deve a diferentes propriedades bioldgicas relacionadas a diversidade entre os tipos
de CI circulantes. Muitos tipos de CI podem ser formados na resposta para um mesmo
antigeno e na evolucio da mesma doenca. Assim, compreende-se porque muitos testes
fundamentados nas caracteristicas fisicoquimicas ou nas atividades biologicas dos CI, podem
detectar somente uma por¢ao limitada deles na circulacio (PAGANELLI et al., 1987).

Os tipos de CI formados diferem de acordo com a permeabilidade intestinal e
anticorpos presentes. Assim, criancas alimentadas com leite de vaca possuem CI circu-
lantes contendo proteinas bovinas como antigenos e IgG de origem maternal adquiridos
através da placenta, confirmando a observacio que o intestino do neonato é permed-
vel a macromoléculas (DELIRE et al., 1978). Baixa absor¢io de antigenos pela mucosa
ocorre em condicdes normais (PAGANELLI et al., 1979; PAGANELLI e LEVINSKY, 1980)
e anticorpos da classe IgG, IgA e IgM reativos a B-lactoglobulina estao presentes no soro
de pessoas saudaveis que incluem o leite na sua alimentacao (PAGANELLI et al., 1983,
1984; HUSBY et al. 1985).

No trabalho de PAGANELLI et al. (1987) foi investigada a distribuicio de subclasses
de IgG na resposta para f-lactoglobulina e ovoalbumina tendo sido constatado resulta-
dos similares em todos os pacientes com alergia ou intolerancia alimentar com a predo-
minancia de IgG4, seguida de IgG1, 1gG3 e IgG2. As subclasses de IgG reativas nao estio
presentes em todos o individuos normais, mas a resposta imune normal a alimentos,
principalmente para p-lactoglobulina e ovoalbumina € igual para varios individuos.

Niveis de anticorpos IgA, IgG e subclasses de IgG para uma variedade de antige-
nos alimentares foram determinados por ELISA com predominidncia de IgG2 seguido de
IgG1 para farinha de trigo, ao passo que 1gG4 dominou a resposta para p-lactoalbumina
e ovoalbumina (HVATUM, 1992). Resultados semelhantes foram relatados por Layton e
STANWORTH (1984) em estudo utilizando 3 antigenos alimentares comuns: proteinas
constituintes do ovo (ovoalbumina), leite (B-lactoalbumina) e trigo (gliten), confirmando
a predominincia da resposta por IgG4 para os 3 alérgenos.

Em adi¢io ao conhecimento da concentracio da imunoglobulina IgG, hd também o
interesse dai identificacdo da subclasse envolvida considerando a diversidade das funcoes
biolégicas de cada tipo de molécula. Exemplificando: as subclasses IgG1 e 1gG3 possuem
maior capacidade de ativar a via cldssica do sistema complemento e ligar-se a macréfagos
e outros fagdcitos quando estas propriedades sio comparadas com as da IgG2 e IgG4
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respectivamente. Certamente as atividades efetoras das subclasses relacionam-se com os
mecanismos das reacdes inflamatérias abrangidas nas reacdes adversas. Considerando
que a formacao de anticorpos a antigenos alimentares pode induzir reacoes patogénicas,
esta revisdo destina-se a atualizar as informacdes sobre a participacio da resposta imuno-
l6gica humoral dependente das subclasses de IgG no contexto de futuras investigacoes
especificamente dirigidas a antigenos alimentares ainda nao pesquisados, como é o caso
de componentes do Phaseolus vulgaris, alimento largamente consumido pela populacio
brasileira. Em trabalho anterior foi padronizada a técnica de imunoensaio ligado a enzima
(ELISA) para a deteccio de anticorpos IgG contra extrato de feijao tendo o levantamento
preliminar constatado a presenca de concentracdes anormais destes anticorpos em 6% da
populacio de saudaveis, 4% dos pacientes com doencas autoimunes, 8% dos pacientes com
outras doencas e em 1 de 7 desnutridos (ZANIN, 2002). Obviamente, o desenvolvimento
desta linha de pesquisa ird considerar a caracterizacio do(s) componentes(s) antigénico(s)
da leguminosa e o tipo de subclasse de IgG envolvida nas respostas humorais alteradas.

ALERGENOS ALIMENTARES

Muitos alimentos tém sido implicados na alergia alimentar, entretanto poucos tém
sido relatados como causadores de reacoes adversas. Os alérgenos mais comuns sio
aqueles encontrados em alimentos com alto contetdo protéico, especialmente de origem
vegetal ou marinha (TAYLOR, 1986). Em criancas, os alimentos mais freqiientemente
relatados como causadores de reacoes adversas sio o leite de vaca, soja, amendoim,
ovos, trigo e peixe (MARSHALL, et al., 1984; BOCK, 1987; EGLESSON, 1987; SAMPSON,
1988). Entretanto, a alergia alimentar pode se desenvolver com a ingestio de qualquer
alimento incluido na dieta (BOCK, 1987).

Em um levantamento de Ambito nacional nos Estados Unidos da América do Norte, 0s
10 alimentos mais citados como responsaveis pelos problemas foram: chocolate, leite, ovo,
tomate, laranja, milho, queijo, trigo, pepino e café (SLOAN e POWERS, 1986; SAMPSON e
HO, 1997). Nesta area de conhecimento nao deixa de ser surpreendente, em nosso meio,
a auséncia de estudos sistematizados (pelo menos na literatura indexada) sobre eventuais
reacoes adversas relacionadas aos alimentos consumidos pela populac¢do brasileira.

POPULAGAO DE RISCO

De uma maneira geral, a alergia alimentar € observada com maior freqiéncia em
populacdes de risco como as que possuem algum tipo de desnutricio, em estados de
imunodeficiéncias (PANUSH, 1986; ADAMS, 1995) ou em doencas do aparelho digestivo.

Pacientes desnutridos apresentam anormalidades do sistema imune e sua funciao
alterada propiciando a instalacao e o agravamento de infeccoes e doencas (CHANDRA,
1999). Sao reduzidas, as produgoes e as atividades de linfocitos, as respostas humoral, a
imunidade celular bem como a funcao fagocitaria; ja os niveis de imunoglobulinas apresen-
tam um leve aumento (LANGSETH, 1999; MYRVIK, 1999). Em outra situacio inserem-se as
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Tabela 1 Manifestacoes clinicas induzidas por reacoes adversas a alimentos

* Prurido (cutaneo, conjuntival, nasal, oral), urticaria, dermatite atopica, dermatite
herpetiforme-simile, angioedema, rubor, cianose, sudorese, bolhas, formigamento
na boca e garganta, edema labial, gosto metalico.

* Conjuntivite, lacrimejamento.

* Espirros, congestao nasal, rinorréia, rouquidao, estridor, edema laringeal, dispnéia,
taquipnéia, broncorréia, chiado, asma.

* Hipotensao, taquicardia, arritmia.

* Nauseas, vomitos, caibras, dor abdominal, distensdo, diarréia, constipacao, estea-
torréia, colite hemorrigica (lactentes), gastroenterocolite eosinofilica, enteropatia
(gluten-sensivel, proteina-dietética), incontinéncia fecal e urinaria.

* Artralgia, artrite.

* Cefaléia, enxaqueca.

doencgas auto-imunes: apresentam uma producio anormal de anticorpos (auto-anticorpos)
e uma atividade alterada de células T (células T auto-reativas). Hipoteticamente, estas
alteracdes do sistema imunolégico poderiam predispor a uma resposta andmala frente a
antigenos alimentares usuais. Sio exemplos de doengas auto-imunes o ldpus eritematoso
sisttmico (LES), a artrite reumatdide (AR), e a esclerose multipla (ES), entre outras.

Clinicamente chama atencao a alta freqiiéncia de artrite entre as doengas reumati-
cas auto-imunes. Na realidade, existem evidéncias circunstanciais que relacionam a
artrite 2 funcio intestinal alterada: na colite ulcerativa (WRIGHT e WATKINSON, 1965),
na doenca de Crohn (VAN PATTER, 1954) e na cirurgia de desvio jejunal para o trata-
mento da obesidade morbida (WANDS er al., 1976). Ainda nesta linha de comentarios
€ necessario destacar uma investigacio recente sobre o efeito benéfico da aplicacio de
uma dieta vegetariana livre de gliten a pacientes com artrite reumatéide. Os autores
verificaram uma significativa melhora clinica em 40,5 % dos pacientes apds nove meses
de adesao a dieta, acompanhada por uma reducio da concentracao sérica de IgG anti-
gliadina e B-lactoglobulina (HAFSTROM et al., 2001). Portanto, a hipétese de beneficios
conseqlientes a aplicacao de uma dieta corretiva, nao deve ser subestimada.

SINTOMATOLOGIA

O constante aumento da freqiiéncia de doencas relacionadas com reacoes alérgicas
a alimentos representam um sério desafio para imunologistas e alergistas (PAGANELLI
et al., 1987). Pacientes com sintomatologia variada como gastrite, enxaqueca, artrites e
nefrites constituem a populacio de interesse para a investigacido de eventual patologia
alérgica (BROSTOFF e CHALLACOMBE, 1982; WOUDE et al., 1983). Os sintomas podem
estar “mascarados” simulando o quadro clinico de outras doencas, pois estas reacoes
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(dependentes da resposta do sistema imunoldgico) sao de natureza inflamatoéria. Assim,
fica claro que as reacdes adversas aos alimentos podem provocar um amplo leque de
manifestacoes clinicas mediadas por IgE (alergia classica) ou por IgG.

Portanto, nio deixa de causar surpresa a abrangéncia do espectro das manifesta-
¢oes clinicas associadas aos mecanismos imunologicos das reacdes adversas a alimentos,
as mais freqlientemente relacionadas na literatura estao na Tabela 1.

Ainda que a relacao entre algumas das manifestacoes assinaladas e reacao adversa
seja alvo de controvérsias, a intolerancia alimentar representa um importante problema
de saide, impondo-se a necessidade de pesquisas clinicas sobre os antigenos alimen-
tares, a classe e a subclasse dos anticorpos envolvidos nas reacdes adversas.

CONSIDERAGOES FINAIS

E importante estar atento aos sintomas suspeitos de relacio com a intolerincia
alimentar, pois o tratamento pode resumir-se a uma simples modificacao da dieta. A ali-
mentacio é fundamental para manutencao da higidez como também para a terapéutica
e prevencao de muitas doengas, mas certos alimentos ou aditivos alimentares podem
se tornar nocivos as pessoas sensiveis aos mesmos. Portanto € essencial estar alerta a
sintomatologia imediata ou retardada apds a ingestio alimentar para caracterizar o tipo
de reacao e determinar com precisao o alimento envolvido. Isto é valido principalmente
para a ingestio de alimentos como o leite, trigo, ovos, frutos do mar e, também, para
aditivos de preservacao ou coloraciao de produtos alimentares. Neste contexto, nao pode
deixar de ser considerada a relevincia da aplicacio de métodos que determinem com
precisio qual o alimento associado as manifestacoes adversas dependentes de mecanis-
mos imunolégicos. Assim, a decisio de indicar correcio dietética ird nio s6 contribuir
para melhorar a qualidade de vida do paciente como, certamente, no contexto da
saude publica, proporcionar diminuicio dos custos sociais envolvidos no atendimento
de condi¢des cronicas suspeitas de relacio com as reacdes adversas a alimentos.

Finalmente, chama atencao a caréncia de pesquisa sobre as reacoes adversas a ali-
mentos na etnia brasileira e acreditamos que seria de interesse promover estudos sobre
este tema.
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El texto se dedica al estudio de algunos
aspectos bioquimicos y funcionales de las
Trata en especial de la
caracterizacion molecular y de la aplicacion

lectinas vegetales.

biotecnologica de tales proteinas, a través del
conocimiento de la especificidad de las interac-
ciones proteina-carbobidrato. El conocimento
actual contribuye a aclarar el cardcter fisiolo-
gico de las lectinas, los mecanismos internos de
proteccion de la planta y la accion toxica sobre
los predadores. De igual manera, tal conoci-
miento permite el desarrollo de técnicas de diag-
nastico y abre la posibilidad de que se proyecten
formas nuevas de expresion en las plantas gené-
ticamente modificadas.

Palabras-clave: lectinas, proteinas

vegetales, interaccion proteina-
carbohidrato, estructura molecular
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O trabalbo aborda aspectos bioquimicos
e funcionais das lectinas vegetais com énfase
na caracterizagdo molecular e na aplicacdo
biotecnologica dessas proteinas, através do
conhecimento da especificidade das interacées
proteina-carboidrato. O conbecimento atual
ajuda a esclarecer o papel fisiologico das lec-
tinas, os mecanismos internos de protecdo da
planta e a acdo toxica sobre predadores, bem
como permite o desenvolvimento de técnicas
de diagnostico e possibilita o delineamento de
novas formas de expressdao em plantas genetica-
mente modificadas.
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INTRODUCAO

As lectinas constituem um grupo de proteinas presentes em organismos vivos dis-
tintos, sobretudo em vegetais. Por serem proteinas com altas taxas de expressio em
plantas e que se caracterizam pela acao sobre outros organismos vivos, as lectinas con-
tinuam sendo estudadas, ganhando grande importincia cientifica e pratica em diversos
campos do conhecimento em pouco mais de um século apds seu descobrimento. Uma
importante revisao historica foi publicada por SHARON e LIS (1987).

Inicialmente identificadas como proteinas toxicas, as lectinas tornaram-se ferra-
mentas indispensdveis em diagndsticos de doencgas, de tipagem sangtiinea e de iden-
tificacaio de cepas de microrganismos. Elas tém dado suporte a estudos moleculares,
estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal entre outros, através do detalhamento das
interacoes proteina-proteina e proteina-carboidrato. No entanto, as reacoes adversas cau-
sadas por lectinas continuam sendo uma linha de investigacio académica em vegetais
empregados como alimentos, seja entre os convencionais, ou entre 0os novos produtos,
identificados em plantas consideradas exoticas ou recém domesticadas.

Este trabalho apresenta a resenha de uma parcela do conhecimento acumulado
sobre as lectinas de vegetais e suas diversas funcdes, desde as evidéncias de acio téxica,
passando pelo papel desempenhado na tipagem e caracterizacao celular, até atingir as
mais recentes descobertas como participantes de mecanismos de transduc¢iao de sinal e
a transferéncia de genes para outras culturas com a finalidade de aumentar o potencial
de resisténcia ao ataque de insetos.

CONCEITUACAO

O conceito atualmente mais aceito para a definicao de lectinas coloca-as como
proteinas ligantes de carboidratos, de origem nio imune, aglutinantes de células e gli-
coconjugados, com capacidade de reconhecimentos especificos e de manter ligacdes
reversiveis com carboidratos e substiancias contendo acgtcares, sem alterar a estrutura
covalente de alguns ligantes glicosilicos (GOLDSTEIN et al., 1980).

Esta definicao, porém, exclui algumas proteinas que apresentam homologia estru-
tural e capacidade de ligacao a carboidratos de modo semelhante a ligacao das lectinas,
mas de caracteristica monovalente. Assim, essas proteinas possuem apenas um sitio para
a ligacio com acucar e, portanto, nao tém capacidade aglutinante, como por exemplo,
as toxinas ricina e abrina (MOREIRA et al., 1991).

De acordo com a nova definicio, todas as proteinas de plantas que possuem no
minimo um dominio nao catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacari-
deos especificos sao consideradas lectinas (SHARON e LIS, 1990). Assim, foi possivel
incluir um nimero grande de proteinas com diferentes capacidades de aglutinacio e
com propriedades de precipitar glicoconjugados, levando seus autores a subdividirem as
lectinas em trés classes:
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I. As merolectinas sio proteinas contendo exclusivamente um Gnico dominio ligante
a carboidratos. Sao proteinas polipeptidicas simples, que devido a sua estrutura mono-
valente sao incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Exemplos bem
conhecidos deste grupo sao as heveinas, lectinas de Hevea brasiliensis (PARIJS et al., 1991)
e as proteinas ligantes monoméricas de orquideas (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

II. As hololectinas também sao formadas por um tnico dominio ligante a carboi-
dratos, mas contém dois ou mais desses dominios que podem ser idénticos ou muito
homologos. Este grupo compreende todas as lectinas que tém multiplos sitios de ligacio
e, em funcio dessas caracteristicas, sao capazes de aglutinar células ou precipitar glico-
conjugados. Obviamente a maijoria das lectinas de plantas conhecidas sio hololectinas,
por isso comportam-se como hemaglutininas.

III. As quimerolectinas sio proteinas que, além do dominio ligante a carboidrato,
possuem um outro dominio no relacionado com este. O segundo dominio pode ter uma
atividade catalitica ou uma outra atividade biolégica bem definida agindo independente-
mente do dominio de ligantes de carboidratos. Em func¢io do nimero de sitios de ligacoes
a acglcares, as quimerolectinas agem como merolectinas ou hololectinas (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995). As RIPs tipo II, sigla das proteinas inativadoras de ribossomos, e as quiti-
nases tipo I de plantas, exemplificam respectivamente os dois casos citados.

OCORRENCIA E NOMENCLATURA

As lectinas estio distribuidas amplamente na natureza, sendo encontradas em
todas as classes e familias dos organismos vivos, desde microorganismos, até animais
vertebrados e invertebrados e plantas (SHARON e LIS, 1989).

Entre as plantas, as lectinas tém sido relatadas e purificadas de folhas, frutos,
raizes, tubérculos, rizomas (PEUMANS et al., 1985), bulbos, cascas, caules (VAN DAMME
et al., 1987) e predominantemente de sementes de muitas plantas (BOLINI e CHRISPEELS,
1978; WANG e NG, 1998), onde elas constituem até 10% do conteido total de proteinas
de extratos de sementes maduras (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). A maioria das lecti-
nas de sementes maduras de leguminosas esta localizada nos cotilédones que funcionam
como reserva de nutrientes, usados durante sua germinacio.

Com relacio a nomenclatura nao existe uma padronizacio sistematica adotada
para as lectinas, resultando no uso de critérios mistos e distintos. Por exemplo, as desig-
nacoes similares a denominacao cientifica ou ao nome vulgar das espécies das quais elas
foram purificadas sio muito freqiientes. Apesar de essas denominacoes terem cariter
historico, algumas novas lectinas tiveram seus nomes escolhidos seguindo essa tendén-
cia, conforme mostra a Quadro 1.

ESPECIFICIDADES E FUNGOES

A especificidade das lectinas € usualmente estabelecida pelo ensaio de inibicio
de haptenos em que diferentes carboidratos sio testados em sua habilidade em inibir a
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Quadro 1 Denominagio de algumas lectinas

Lectina Espécie Nome Vulgar Relatado por *

Abrina Abrus precatorius jequiriti Erlich, 1881

Con A Canavalia ensiformis feijao-de-porco Somner e Howell, 1936
Crotina Croton triglium — Stillmark, 1888

Favina Vicia faba fava Boyd e Reguera, 1949
Frutalina Arthocarpus incisa fruta-pao Moreira et al., 1998
Heveina Hevea brasiliensis seringueira Van Parijs et al., 1991
Jacalina Arthocarpus integrifolia  jaca Young et al., 1989
PHA Phaseolus vulgaris feijao comum Nowel, 1960

Ricina Ricinus communis mamona Stillmark, 1888

* Segundo SHARON e LIS, 1987

hemaglutinacdo ou a precipitacido de polissacarideos ou glicoconjugados pela lectina. A
especificidade de uma lectina é definida em termos dos monossacarideos que melhor
inibem a reacio de aglutinacio (RAY et al, 1992). Apesar da baixa precisao, trata-se da
mais simples e usada técnica. De acordo com a especificidade as lectinas foram classi-
ficadas em quatro grupos, conforme a configuracao relativa dos carboidratos 3 e 4 (C,
e C) do anel piranosidico dos monossacarideos inibidores. Grupo I: L-fucose; Grupo
II: galactose/N-acetil-galactosamina; Grupo III: glicose/manose; Grupo IV: idose, gulose,

L-glicose e L-xilose.

Deve-se ressaltar que até o momento nenhuma lectina isolada se mostrou inibida por
aclcares pertencentes ao grupo IV. Por outro lado, o isolamento de lectinas que se mos-
travam fortemente inibida por N-acetilglicosamina e dcido-N-acetilneuraminico levaram a

inclusao desses actcares em dois grupos complementares (MOREIRA et al., 1991).

Apesar de muitas investigacdes, o papel fisiologico das lectinas ainda nao estd bem
estabelecido (VOZARI-HAMPE et al., 1992). Sua localizacio e seu comportamento durante
o ciclo de vida da planta sio de extrema importancia para evolucao de algumas hipéteses
sobre suas funcdes. Entre os mais destacados, estd o de reconhecimento celular, que se

manifesta de maneira distinta em diferentes 6rgaos e tecidos do mesmo organismo.

Outras func¢des sao atribuidas as lectinas como, transporte e armazenamento de
carboidratos e sua fixacio na planta, elongacio da parede celular e regulaciao de cres-
cimento, reconhecimento dos receptores de membrana, mitose induzida na formacio
celular e protoplasto, morfogénese embrionaria, fagocitose e protecao celular, exercendo
funcao enzimatica ou como proteina de reserva (KNOX et al., 1976), e como mediadoras
da simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio e raizes de leguminosas (BOHLOOL
e SCHMIDT, 1974). E por fim, participando da protecio de plantas contra patégenos e
predadores (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991).
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A simbiose que ocorre entre leguminosas e bactérias do género Rhizobium é de
alta especificidade, através da adesdo das bactérias as raizes. O mecanismo de inducio a
fixacao de nitrogénio nos nédulos em raizes de leguminosas, nas bactérias dos géneros
Rhizobium e Bradyrbizobium, é hospedeiro-especifico da planta. Esta especificidade é
expressa nos estigios iniciais do processo de infeccao, envolvendo multiplas interacoes
entre mediadores da bactéria e da planta. Dentre os mediadores do vegetal, sugere-se
que as lectinas de raizes reconhecam moléculas receptoras em bactérias, determinando
a especificidade pelo hospedeiro.

Esta hipdtese tornou-se bastante evidente pelo trabalho de DIAZ et al. (1989), que
utilizaram técnicas de recombinacio génica, introduzindo em trevo branco (Trifolium
repens L.) o gene que codifica a lectina de ervilha (Pisum sativum). As plantas trans-
génicas obtidas foram noduladas pela bactéria Rbizobium leguminosarum, que antes
nodulava especificamente a ervilha. Os resultados mostraram que a interaciao Legumino-
sae-Rhizobium é, pelo menos parcialmente, determinada por interacdes raiz-lectina.

Sugestivas evidéncias para um papel da lectina tém surgido da interacio lectina-
fungo. MIRELMAN et al. (1975), mostraram que a lectina de germe de trigo liga-se a hifas
de Trichoderma viride, um fungo que contém quitina e glicanos na parede das hifas. A
lectina inibiu o crescimento e a germinacao dos esporos do fungo, aparentemente inter-
ferindo na sintese de quitina da parede. A heveina, uma proteina com caracteristicas de
lectina, encontrada em latex de seringueira, Hevea brasiliensis, interagiu com moléculas
precursoras de quitina impedindo a formacio e a renovagio da quitina das paredes das
hifas (PARIJS et al., 1991).

A metabolizacao mais tardia de algumas lectinas e a inibicdo do crescimento de
fungos patdgenos por outras sugere um papel de protecio, durante os primeiros estagios
de desenvolvimento da planta, como a embebi¢io, a semeadura e a germinacio inicial
das sementes (MIRELMAN et al., 1975).

No caso da lectina de germe de trigo (WGA), esta hipétese torna-se mais evidente
pelo fato de a lectina estar localizada na superficie de células mais susceptiveis a infec-
¢cdao (MISHKIND et al., 1982). As altas concentracdes de lectinas em muitas sementes e as
evidéncias de que apreciaveis quantidades de lectinas sio exudadas de sementes para o
meio externo, durante a germinacdo, também reforca esta hipotese. Resultados similares
foram comprovados por KJEMTRUP et al. (1995) em células germinativas de raizes do
feijoeiro, nas quais apenas a forma PHA-E ¢ sintetizada e pode ser encontrada no meio,
junto as raizes. Os autores ndo constataram a presenca de mRNA da forma PHA-L, como
ocorre nos cotilédones.

GIBSON et al. (1982) encontraram niveis mais altos de lectinas presentes em
sementes de cultivares de soja resistentes ao ataque pelo fungo Phytophthora megas-
perma var. sojae do que em sementes de cultivares susceptiveis e que a lectina era exu-
dada das sementes para a dgua de embebicio, rapidamente e em grandes quantidades,
do que naqueles cultivares resistentes.
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Outro papel importante das lectinas estd ligado aos mecanismos de defesa das
plantas contra o ataque de insetos que se atribui principalmente as lectinas que se ligam
a quitina, um polissacarideo de N-acetilglicosamina, que constitui um elemento estrutu-
ral importante na parede celular de muitos fungos fitopatogénicos, do exoesqueleto e
do trato digestivo dos insetos e da cuticula de nematéides (LERNER e RAIKHEL, 1992).
As células epiteliais ao longo do trato digestivo de insetos fitofagicos sao diretamente
expostas ao conteddo da dieta, por essa razio sio possiveis alvos para proteinas de
defesa de plantas. As glicoproteinas sio as maiores constituintes destas membranas que
podem ser sitios de ligacdo das lectinas. A formacdo do complexo provoca no local um
efeito deletério, ou sistémico; em conseqiiéncia o inseto pode ser repelido, pode ter seu
crescimento retardado ou nao atingir a fase adulta (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).
Assim, tais lectinas caracterizam-se como verdadeiros compostos biostiticos ou biocidas
para tais insetos, nas concentracoes em que sao presentes nas plantas.

FATORES QUE INFLUENCIAM A ATIVIDADE

Muitos sdo os fatores que influenciam a atividade das lectinas, tais como ions, pH
e tratamentos térmicos. Com algumas poucas excecoes, todas as lectinas necessitam de
ions para sua atividade. Assim, lectinas de leguminosas contém Mn?* e Ca*, elementos
essenciais para sua atividade. Por exemplo, o tratamento de concanavalina A, Con A, em
meio acido remove essencialmente os ions metalicos, destruindo sua capacidade de se
ligar a carboidratos. A forma ativa pode ser retomada adicionando-se os ions em uma
ordem estabelecida: primeiro Mn** e depois o Ca* (SHARON e LIS, 1990).

Os metais conferem um alto grau de estabilidade estrutural 2 Con A, protegendo
as lectinas contra a inativacio pelo calor (DOYLE et al., 1975). A presenca de Ni**| iso-
ladamente de outros metais no meio, protege a Con A contra protedlises em pH 7,0,
mas nao em pH 8,2. Adicionalmente, o fator pH pode ser de grande importincia sobre
a atividade de lectinas. O aumento do pH de 2,0 para 7,0 resulta em diminuicao da
capacidade de aglutinar hemaceas, conhecida por atividade hemaglutinante ou AH, de
lectina de sementes de Ficus cunia, torna-se nula em pH 8,0 e pode ser restabelecida
pela diminuic¢ao gradativa do pH até 2,0 (RAY ef al., 1992).

A estabilidade térmica das lectinas é bastante variavel. Lectinas de diversas fontes
mostraram-se estaveis apds serem mantidas congeladas por meses ou anos, apds suces-
sivos congelamentos e descongelamentos (CORREIA e COELHO, 1995) ou mantidas por
poucos dias em temperatura ambiente (RAY et al., 1992). A estabilidade de lectinas iso-
morficas é em geral coerente entre 0os componentes de uma mesma espécie. Pode-se
citar o exemplo das lectinas de R. communis, RCA I e RCA II que apresentam estabili-
dade térmica e mudancas de atividade em fun¢io do pH, bastante similares. Ambas,
perdem 50% da atividade a 65°C e sdo totalmente inativadas a 85°C por 3 horas e, em
condicdes normais, mantém suas atividades entre pH 3,0 € 9,0 (NICOLSON et al., 1974).

Sao ainda exemplos de comportamento similar as isolectinas I e II do pinhio,
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semente do pinheiro Araucaria brasiliensis. Ambas sofrem mudancas de atividade pela
acao de EDTA, porém a AH é aumentada com adicao de Ca®** e Mn*. Além disso, elas
mantém suas AH estaveis nas faixas de pH 5,5 a 7,5, para I e 6,5 a 7,5 para II, e sio
inativadas em pH 10,5. A estabilidade térmica das duas lectinas também € semelhante,
pois as AHs sao mantidas quando tratadas a 30°C, por 30 min, e totalmente perdidas a
80°C (DATTA et al., 1991).

Os casos de isomorfismo com atividades e pardmetros de estabilidade semelhantes
indicam pequenas diferencas moleculares entre as formas, podendo ser fruto de trans-
formacoes pés-traducao, como protedlise ou glicosilacao diferenciada, e de duplicidade
de genes, durante os processos de cruzamento e melhoramento genético de variedades

comerciais.

A estrutura das lectinas tem destacado papel regulador nas atividades hemagluti-
nantes e citotoxicas (LORIS et al., 1998). Em trabalhos que promoveram mutagénese das
cadeias protéicas de lectinas foi possivel constatar a participacao de residuos de amino-
acidos localizados em algas laterais de dominios especificos. Por exemplo, mutacdes
dirigidas em ricina puderam comprovar que coexistem trés sitios de ligacio de galactose
em subdominio da cadeia B (FRANKEL et al., 1996). Sob essas condi¢des de alteracao
molecular nos subdominios 1a, 1B e 2y ha reducio da citotoxicidade da subunidade
RTB, enquanto a RTA nio é afetada.

CARACTERISTICAS MOLECULARES

Como as lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas sao também mul-
tiplas as formas e as propriedades moleculares encontradas em plantas distintas. A come-
car pela massa molecular que pode variar de 3,5 KDa para a Crotalaria striata (SIKDAR
et al., 1990) até 480 KDa para Aegopoduim podagraria (PEUMANS et al., 1985). Algumas
lectinas sao muito distintas em sua estrutura, composi¢io de aminodcidos, tamanho e
volume da molécula, e contetido de ions e de carboidratos.

De maneira geral as lectinas vegetais sao compostas por subunidades, idénticas
ou nao, que variam de dois a quatro mondmeros por moléculas, sendo raras as formas
monoméricas, como € o caso da lectina da batata. Algumas lectinas sio diméricas, como
a do germe de trigo (WGA) com duas subunidades idénticas e peso molecular de 21,6
KDa e a ricina, com duas subunidades distintas e peso molecular de 63 KDa. A mais
comum, no entanto, € a forma tetramérica, como das lectina de Canavalia ensiformis e
de Dioclea grandiflora, ambas com 4 subunidades idénticas.

A Con A € um tetramero composto por uma mistura de subunidades de cadeia poli-
peptidica tnica, com 237 residuos, e de subunidades fragmentadas em duas cadeias com-
plementares e idénticas a anterior, com uma falha na ligacao peptidica entre os residuos
118 e 119 (CHRISPEELS et al., 1986). Apesar de nido estarem ligados covalentemente, os
dois fragmentos, denominados beta e gama, sao mantidos juntos por ligacdes nio cova-
lentes e formam um protdomero cuja estrutura tridimensional € essencialmente a mesma da
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subunidade formada pela cadeia polipeptidica integra (SHARON e LIS, 1989).

A dissociacdo entre estas subunidades pode ser irreversivel, na presenca de deter-
gentes como SDS, ou reversiveis, na presenca de cloridrato de guanidina, como nos
casos de PHA e WGA, e além disso, modificacdes quimicas também podem afetar a
estrutura da subunidade e, em decorréncia, a conformacio protéica. Deve-se destacar
que os padroes de associacao entre as subunidades podem variar de acordo com o
pH em que elas se encontrem. Entre pH 5,0 e 8,0 a lectina de Dioclea grandiflora
apresenta-se como um tetrimero com massa molecular aparente de 100 KDa. Em pH
inferior, a lectina é encontrada na forma de dimero e em valores de pH acima de 8,0, ela
forma agregados (MOREIRA e al., 1985).

As lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes formas molecu-
lares. Em Phaseolus vulgaris, a PHA é formada por dois tipos de subunidades, denomi-
nadas E (31,7 KDa) e L (29,9 KDa), produtos de genes distintos. Estas duas subunidades
se associam em vdrias propor¢des, dando origem a uma familia de cinco isolectinas: E,,
LE, LE, LE e L. Vale destacar que a forma E, € uma potente eritroaglutinina e a L,
possui forte acio mitogénica, enquanto as formas intermediirias apresentam ambas as
propriedades em graus diferenciados (SHARON e LIS, 1989). Os dois tipos de subuni-
dades, E e L, que constituem as isolectinas da PHA diferem em suas composicdes nos
residuos amino-terminais e nos pontos isoelétricos.

Algumas lectinas apresentam outra caracteristica, que parece ser comum aquelas
de plantas pertencentes a sub-tribo Diocleinae, de possuirem algumas subunidades que-
bradas em fragmentos. O principal ponto de clivagem, tanto na lectina de Canavalia
ensiformis (WANG et al., 1971), como na lectina de Dioclea grandiflora (AINOUZ et
al., 1987), duas lectinas desta sub tribo que apresentam elevado grau de homologia, é
entre os aminodcidos Asn (118) e Ser (119), produzindo duas subunidades quase simé-
tricas na cadeia de 237 aminodcidos. Outras lectinas da mesma familia apresentam perfis
semelhantes, evidenciados por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de
SDS e B-mercaptoetanol, como nos casos das lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea
sclerocarpa (MOREIRA et al., 1985) e Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al., 1991).

Formas moleculares multiplas de lectinas, resultantes de mobilidades eletroforéti-
cas distintas, sdo atribuidas a pequenas modificacoes da estrutura primaria, como dife-
rencas nas cadeias laterais e nos carboidratos de glicolectinas. Podem ser formadas
anteriormente ou durante o isolamento da lectina; como um resultado das modificacoes
nas cadeias, assim como hidrélise do grupo amida, de glutamina ou asparagina, das pro-
teinas (SHARON e LIS, 1989). Se a heterogeneidade da origem genética nio foi definida,
o termo isoforma pode ser proprio para formas moleculares de lectinas presentes em
uma mesma espécie (PAIVA e COELHO, 1992).

Como visto, ndo existem aspectos estruturais comuns para todas as lectinas. As
lectinas de vegetais superiores sio ricas em aminoacidos acidos, Asp e Glu, e hidroxila-
dos, Ser e Thr, os quais em conjunto podem representar até mais de 30% do contetudo
de aminodcidos e sdo pobres ou destituidos de aminodcidos sulfurados, com poucas

143



POVINELI, K. L.; FINARDI FILHO, F, As multiplas funcdes das lectinas vegetais. Nutrire; rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc.
Food Nutr., Sao Paulo, SP., v.24, p.135-156, dez., 2002

excecOes como as lectinas de germe de trigo e de batata que sao ricas em cisteina com
20,0% e 11,5% dos residuos, respectivamente. A maioria das lectinas, sao glicoproteinas,
com teores de acicares variando muito e em alguns casos chegando a 50%, como € o
caso da lectina da batata Solanum tuberosum (SHARON e LIS, 1989).

Na Con A, uma das mais estudadas com relacao a sua dependéncia por metais,
a associacio dos fons a estrutura protéica tridimensional ocorre em etapas. Primeiro, o
ion Mn* se liga a um sitio para metais denominado S1, induzindo a formacao de um
segundo sitio S2, onde o fon Ca* serd ligado. A ocupacido dos sitios metalicos por estes
ions de alguma maneira modifica a estrutura da proteina, de forma a conferir 2 mesma o
reconhecimento ao carboidrato ao qual a lectina tem afinidade (SHARON e LIS, 1990).

O sitio S1 € formado pelos residuos Glu 8, Asp 10, Asp 19, His 24 e duas moléculas
de 4dgua. Os residuos Val 32 e Ser 34 estio envolvidos de forma indireta na ligacao
dos ions Mn*". Cada um destes residuos estabelece uma ponte de hidrogénio com uma
das duas moléculas de dgua que estao interagindo diretamente com o ion. O sitio S2 é
formado pelos residuos Asp 10, Asn 19, Tyr 12 e duas moléculas de dgua, diferentes das
moléculas de agua do sitio S1. Os residuos Asp 208 e Arg 228 estao envolvidos direta-
mente, cada um estabelecendo uma ponte de hidrogénio com uma das duas moléculas
de agua do sitio S2. Dois residuos, Asp 10 e Asp 19, sio compartilhados pelos dois
cations (HARDMAN e AINSWORTH, 1972; LORIS et al., 1998).

A ligacao de Mn* ao sitio S1 da apo-Con A, a proteina desmetalizada, induz a uma
mudanca conformacional na proteina que resulta na formacio do sitio S2. A ligacio de
Ca®* ao sitio S2 induz a formacio do sitio de ligacao a carboidrato. A energia de ativacio
do processo de conversio da forma inativa para a ativa € de 22 Kcal.mol™, com uma
constante de tempo de 17 min a 5°C (BROWN et al., 1977).

As determinacdes de sequiéncias primdrias das lectinas de plantas tém sido feitas
por técnicas convencionais de derivatizacio e sequenciamento de proteinas, através da
degradacao de Edman e, nos ultimos dez anos, pelo seqliienciamento dos genes cor-
respondentes. A comparacio das sequéncias de aminodcidos permite agrupar as lectinas
de plantas superiores em quatro familias homélogas e distintas: a familia das lectinas
de leguminosas, a daquelas com especificidade por quitina, e as familias das lectinas de
Amaryllidaceae e de Moraceae, respectivamente.

A homologia entre diferentes lectinas obtidas de uma familia de plantas simples,
de legumes, sugere fortemente uma origem genética comum para estas proteinas. Por
essa razao, as lectinas podem ser agrupadas em familias que tém sua estrutura primdria
conservada. Além disso, a homologia sugere um ancestral comum para os genes codifi-
cadores dessas proteinas, que se torna mais evidente quando se comparam seqiiéncias
de lectinas de plantas de uma mesma familia (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991).

As sementes de leguminosas constituem a maior e a mais estudada familia
de lectinas vegetais. Como resultado desses estudos, diversas proteinas desse grupo

se encontram completamente seqlenciadas, podendo-se citar: Canavalia ensiformis
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P.vulgaris Arc4 MASSKFFTVL----FLVLLSHANSATETSFNIDAFNKTNLILQGDATVTSKGYLRLTDDT
P.vulgaris Arc5 MASSN---LLSLALFLVL-THANSASQTFFSFDRFNETNLILQGDAPSSSSGQLRLTNLK
P.vulgaris AI4 MASS---NLLSLALFLVLLTHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSNGNLQLSHNS
P.vulgaris lec MASSN---LLSLALFLVLLTHANSASQTSFSFQRFNETNLILQRDATVSSKGQLRLTNVN
P.acutifolius AI MASSKFCSVLSLVLFLVLLTHANSACNTSFNFHSFNETNLMLQGQATVSSNGNLQLN--T
P.acutifoliuslec MASSNFSTVLSLALFLPLLTHANSANDISFNFQRFNETNLILQGDASVSSSGQLRLTNLN
P.lunatus AI2 MASSKFCTVLSLALFLVLLTHANSANDIFFNIDRFNETNLILQGDATVSSKGQLELTDET
P.lunatus Arc MASSKFSTVLSLALFLVLLTHANSAELFSFNFQTFNAANLILQGNASVSSSGQLRLTEVK
P.maculatus AI MASSKFSTVLSLALFLVLLSHANSANDISFNITTFNETNLILQGDATVSSNGNLQLNDDK

% %k %k 53 *k k kkkkk * . kk ckk-kk -k ik ok ok k|
P.vulgaris Arc4 ED------ SMGRAFYSVPIQIRDSTTGNVASFSTNFTFIMD---EANSTYGLAFALVPVG
P.vulgaris Arc5 SNGEPTVGSLGRAFYSAPIQIWDNTTGTVASFATSFTFNIQVPNNAGPADGLAFALVPVG
P.vulgaris AI4 YD------ SMSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDSNFTMNIRTHRQANSAVGLDFVLVPV-
P.vulgaris lec DNGEPTLSSLGRAFYSAPIQIWDNTTGAVAASPTSFTFNIDVPNNSGPADGLAFVLLPVG
P.acutifolius AI MD------ SMCSAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTINMTSYCKANSAVGLDFALVPV-
P.acutifoliuslec DNGEPTLSSLGRAFYSTPIQIWDSTTGAVASFATSFTFNIRVPNNAGPADGLAFALVPVG
P.lunatus AI2 SD------ SMGRAFYSAPIQMRDST-GN-ASFDTNFTFNMRPSNKVTSGYGLAFALVPVD
P.lunatus Arc SNGEPKVASLGRAFYSAPIQMRDST-GN-ASFDTNFTFNMRPSNKVTSGYGLAFALVPVD
P.maculatus AI SD------ SMGRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTINLP---DVNSPYGLAFALVPVG

. * . *kkk kkk: *k * * * . TLokKk . . . *k k k.kk
P.vulgaris Arc4 SEPKANGPFLGLFRKPGYDPEAHTVAVVFINH--WYPNANGRHLGIDVNSILPIES-KPW
P.vulgaris Arc5 SQPKHKGGLLGLFNNDKYDSNAHTLAVELDTCNNRDWDPKPRHIGIDVNSIRSIKT-TPW
P.vulgaris AI4 -QPESKG-——————====———— DTVTVEFDTF----——-— LSRVSIDVNN-NDIKS-VPW
P.vulgaris lec SQPKDKGGLLGLFNNYKYDSNAHTVAVEFDTLYNVHWDPKPRHIGIDVNSIKSIKT-TTW
P.acutifolius AI -QPKSKGRLLGLFKTPDYDRNAGNVTVEFDTF-------- RRRISIDGNH-NDIES-VPW
P.acutifoliuslec SKPKDRGGLLGLFDG--SDSRAHTVAVEFDTLYNRDWDPRERHIGIDVNSIKSIKT-TPW
P.lunatus AI2 SQPKRKGRLLGLFNTPENDINAHTVAVVFDTF--——---— SNRIGIDVNSVQSIES-KSW
P.lunatus Arc SQPKRKGRLLGLFNTPENDINAHTVAVVFDTF-------— SNRIGIDVNSVQSIES-KSW
P.maculatus AI SQPKRKGRFVGLFDKVEYDPKARTVAVAFLNY--LYPSPNGRDVVIDVNSIHPYRSHQPR
H LR HER .t
P.vulgaris Arc4 YV---GQGKHAVVQITYVSSKKVLTVSLLYPSTGTMYDLYAKKVELEEEVYDWVSVGFSA
P.vulgaris Arc5 DF---VNGENAEVLITYESSTKLLVASLVYPSQKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVSVGFSA
P.vulgaris AI4 DVHDY-DGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTERATTS-LPQWRLEKEVYDWVSVGFSA
P.vulgaris lec DF---VKGENAEVLITYDSSTKLLVASLVYPSLKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVIVGFTA
P.acutifolius AI DVDDY-DGQONAEVRITYNSSTKVLAVSLLNLSTGKSNNV-SARMELEKKLDDWVSVGFIG
P.acutifoliuslec DF---GQGEDAEVLITYDSSTKLLVASLVYPSQKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVRVGFSA
P.lunatus AI2 DFRHY-KGQKAEVRITYNSSSKVLAASLFYPSPGKRYDV-SAKVELEEVLDDWVSVGFSA
P.lunatus Arc DFRHY-KGQKAEVRITYNSSSKVLAASLFYPSPGKRYDV-SAKVELEEVLDDWVSVGFSA
P.maculatus AI RLRHVIPERQVNVRITYNSSTMILAVHEFSPSTEQIYDV-STKVELEENVDDWVSVGFSA
* kkk kk .. * k. 1 1kk kkk

P.vulgaris Arc4 TSGANQWSYETHDVISWSFSSKFSD--DDDTSER---SNILLNNIL
P.vulgaris Arc5 TTGINKGNVETNDVLSWSFASKVSD--GT-TSEGLNLAKLVLNKIL
P.vulgaris AI4 TSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQ-KSER---SNVVLNQIL
P.vulgaris lec TTGITKGNVETNDILSWSFASKLSD--GT-TSEALNLANFALNQIL
P.acutifolius AI TSGVHQYSFETRDVFSWSFSSKFSQ--HT-TSER---SNILINQIL
P.acutifoliuslec TSGITKGNVETNDLLSWSFASKLSD--GT-TSEGLNLANFVLNQIL
P.lunatus AI2 TSAYK----ETHDVLSWSFSSSLSD--DT-TSEP---SNILLNKIL
P.lunatus Arc TSAYK----ETHDVLSWSFSSSVSD--DT-TSEP---SNILLNKIL
P.maculatus AI TS----LNRETPDVLDWSFSSSLSD--DT-TSER---SNIVLNQIL

*: *ro koo KRRk LK HE S

Figura 1 Alinhamento dos aminodcidos de nove cadeias protéicas de espécies do
género Phaseolus. Estao dispostas as cadeias de: arcelinas 4 e 5, inibidor de ami-
lase 4 e lectina PHA-L de P. vuigaris; inibidor de amilase e lectina de P. acutifo-
lius; inibidor de amilase 2 e arcelina de P. lunatus; e inibidor de amilase de P.
maculatus. Ao final de cada bloco estao representadas as respectivas posicoes de
consenso de homologia (*), de similaridade (%), de divergéncia () e de introducido
de espacos (—) entre os residuos.
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(CUNNINGHAM et al., 1975), Dioclea grandiflora (AINOUZ et al., 1987), Baubinia pur-
pura (KUSUI et al., 1991).

Os grupos de lectinas exibem em geral alta homologia quando suas seqiiéncias
de aminoacidos sao apropriadamente alinhadas entre plantas de mesma filogenia. A
comparacao das cadeias primdrias de lectinas com especificidade por quitina, isoladas
de sementes de gramineas: trigo (WGA), cevada (BL) e arroz (RL) e dos rizomas de
Urtica diocia, revelou uma grande homologia, apesar da distancia filogenética entre elas
(CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991). Todas possuem em comum um dominio de 43 residuos
de aminodacidos, rico em glicina e cisteina que se liga a quitina. Também através do alinha-
mento das seqiiéncias primarias de varias proteinas do género Phaseolus foi possivel
identificar as semelhancas e especificidades dos genes que compdem a grande familia
das lectinas (MIRKOV et al. 1994). Um exemplo desse alinhamento é mostrado na Figura
1, constando as sequiéncias de arcelinas, lectinas e inibidores de a-amilase (FINARDI
FILHO et al. 1996). Estas duas udltimas sio derivadas das arcelinas, proteinas de reserva
que foram perdidas durante o processo evolutivo do feijoeiro e que, em alguns exem-
plares de Puoulgaris selvagem, apresentam resisténcia ao ataque de insetos (OSBORN et
al. 1988; FORY et al. 1996).

Do mesmo modo, aplicando-se a técnica de alinhamento entre as Amaryllidaceae
evidencia-se a presenca de uma familia de lectinas de Galantbus nivalis, e de exemplares
dos géneros Narcissum e Hippeastrum com alto grau de homologia, tanto pela seqiiéncia
de nucleotideos, a partir do ¢cDNA, quanto pela seqiiéncia de aminodcidos (VAN DAMME
et al., 1992). Mais um grupo estrutural distinto é formado pelas lectinas encontradas em

A.ascalonium —---STPSP-KL-MSVATVATILTILASTCMARNVLVNNEGLYAGQSLVEEQ
A.cepa @ ———————————————- TVATILTILASTCMARNVLVNNEGLYAGQSLVVEQ
A.ursinum ——MAISVNCKI-IMVCAVGTILSILTPTSMGRNILLNGEGLYAGQSLEEGS
A.porrum MGRTTPSP-KLIMSITTVAAILTILASTCMARNLLTNGEGLYAGQSLDVEQ
sk ckkokk: ok ok kk.k ok kkkkkkkkk

A.ascalonium YTFIMQDDCNLVLYEYSTPIWASNTGITGKNGCRAVMQPDGNFVVYNVKGR
A.cepa YTFIMODDCNLVLYEYSTPIWASNTGVTGKNGCRAVMQADGNFVVYDVKGR
A.ursinum YKLIMODDCNLVLFEYSTQVWASNTGVSGRNGCRAVMQOADGNFVVYDSNSR
A.porrum YKFIMODDCNLVLYEYSTPIWASNTGVTGKNGCRAVMQOKDGNFVVYDVNGR

hokkkhkkkkdkhkk o kkkk ckkkkkk: ko kkkkhkkk hkkkkkk: .k

A.ascalonium AVWASNSRRGNGNYILVLQKDRNVVIYGSDIWSTGTYRKKVGGTVVMAMNG
A.cepa AVWASNSRRGNGNYILVLQKDRNVVIYGSDIWSTGTYRKKVGGTVVMAMNG
A.ursinum AVWASQSRRGNGNYILALQEDRNVVIYGTDIWSTGTYRRGVGGTVVTVING
A.porrum PVWATNSVRGNGNYILVLQQODRNVVIYGSDIWSTGTYRRSAGGPVVMAMNG
Lkkk ok kkkkkkkk hkokkkhkkhkhk.kkkhkkkkkk: kk kk - kk
A.ascalonium TVDGGSAIGPVTVNQNVTAVRKVAAAAAA
A.cepa TVDGGSVVGPVTVNQNVTAVRKVAAAA--
A.ursinum TVDAGSGMENVT-----—----~— ATAA--
A.porrum TVNGGSVVGPVIVNQNVTAIRKVGTSAA-
*ko kK .k Cax

Figura 2 Alinhamento dos aminoacidos das cadeias protéicas de quatro espécies do
género Allium com suas respectivas posicoes de consenso de homologia (*), de
similaridade (%), de divergéncia (.) e de introducio de espacos (-) entre os residuos.
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(a)

30A

(b)

(c)

Figura 3 Modelo de estrutura cristalina de lectina que interage com receptores Flt3. a)
Hélice simples formada por ligacdes cruzadas de dimeros candnicos de FRIL; b)
Estéreo imagem de quatro super-hélices justapostas; ¢) Visao do pacote cristalino
das super-hélices. Adaptado de HAMELRYCK et al., 2000.

bulbos da familia Allium, que se caracterizam pelo baixo peso molecular e alta homologia.
Entre elas destacam-se as lectinas de cebola (Allium cepa), cebola selvagem (A. ascaloni-
cum), alho (A. sativum), alho porré (A. porrum) e A. ursinum (Figura 2). Este resultado,
obtido através de busca em bancos de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov). ALTSCHUL et al.,
(1997) associado a programas de alinhamento de seqiiéncias (www.ch.embnet.org), evi-
dencia neste Gltimo caso a similaridade das cadeias protéicas com até 76% de homologia.

Embora a maioria das lectinas de plantas mais bem caracterizadas tenha sido iso-
lada de sementes da familia Leguminosae, varias lectinas com propriedades biologicas
interessantes tem sido recentemente obtidas da familia Moraceae, incluindo a lectina

KM* de sementes de jaca — Artocarpus integrifolia (ROSA et al., 1999).

As lectinas de sementes de Moraceae (Artocarpus integrifolia e Maclura pomifera)
possuem uma alta homologia entre si, porém nenhuma similaridade foi detectada com
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as demais lectinas de vegetais seqlienciados, o que revela a existéncia de uma familia
distinta de lectinas homoélogas (YOUNG et al., 1989). Por exemplo, a jacalina isolada
de Artocarpus integrifolia consiste de duas cadeias polipeptidicas, com uma subunidade
a, de 133 residuos, e uma subunidade 3, de 20 residuos. A analise das seqiiéncias reve-
lou que ambas subunidades apresentam variacdes em suas cadeias, indicando, assim,
a existéncia de multiplas isoformas da jacalina (YOUNG et al., 1989, 1991). Os cDNAs
das isolectinas da jaca foram isolados, caracterizados e clonados. Estuda-se, também,
seu potencial como veiculo de firmacos (YANG e CZAPLA, 1993). Deve-se incluir
ainda nesse grupo a frutalina, encontrada em sementes de fruta-pao, Artocarpus incisa,
que apresenta a partir de resultados preliminares, uma estrutura similar 2 da jacalina
(BRANCO, 1997; MOREIRA et al, 1998).

Recentes estudos tém usado propriedades fisicas para caracterizar as interacdes
de lectinas com carboidratos. A cristalizacio de glicoconjugados com lectinas leva a
formacao de estruturas diversas que dependem das valéncias de ligacao aos carboidra-
tos. Desse modo, a andlise de cristalografia de R-X mostra lectinas divalentes formando
estruturas lineares junto com glicoconjugados divalentes, enquanto formas bi ou tri-
dimensionais sio préprias de componentes com mais de duas valéncias, tanto da lectina
quanto do carboidrato (HAMELRYCK et al., 2000). Os autores, que estudaram as lectinas
isoladas de Dolichos lablab que interagem com receptores Flt3, conhecida pela sigla
FRIL, propdem estruturas cristalinas tubulares formadas por hélices compostas, que se
associam em conjuntos simétricos (Figura 3). Estudos termodinamicos das interacdes
multivalentes lectina-carboidrato tém confirmado as estruturas em redes de formacao
quadratica e hexagonal que estariam funcionalmente vinculadas aos receptores biol6gi-
cos na transdu¢ao de sinal (SACCHETTINI et al., 2001).

ASPECTOS TOXICOLOGICOS E ANTINUTRICIONAIS

As lectinas estio presentes em vdrias espécies vegetais comestiveis sendo uma
decorréncia inevitdvel a exposicio do homem e animais a estas proteinas. Entre os ali-
mentos de origem vegetal in natura e processados, cerca de 30% contém lectinas ativas
(NACHBAR e OPPENHEIM, 1980).

O primeiro grupo de lectinas que evidentemente tem um papel de defesa sio as
proteinas citotoxicas como a ricina e a abrina. Plantas que acumulam este tipo de proteinas
sdo potencialmente téxicas para a maioria dos organismos e, por essa raziao, tornam-se
protetoras ao ataque de eucariontes. Ha, no entanto a possibilidade, de que alguns fungos
ou insetos sejam capazes de inativar estas lectinas toxicas por protedlise bem antes de
elas causarem qualquer dano significante (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

Tem sido mostrado que certas lectinas sao altamente resistentes a hidrolise enzi-
mdtica no trato gastrointestinal. BRADY et al. (1978) mostraram que a WGA pode ser

recuperada intacta e biologicamente ativa em amostras fecais de individuos que haviam

sido alimentados com dietas contendo germe de trigo. Em ratos alimentados com dietas
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contendo lectina pura de Phaseolus vulgaris (PHA) foi recuperado, nas fezes, um teor de
90% das fracdes ingeridas, ainda na forma ativa (PUSZTAI et al., 1986).

Dependendo da lectina presente em cada alimento ingerido, a intensidade do
processo toxico pode variar entre estados de completa auséncia sintomatologica até a
morte por ingestao de diminutas quantidades. Neste caso se encontram as RIPs, que sao
conhecidas como potentes agentes citotoxicos. Ha relatos de efeito mortal das RIPs tipo
IT sobre animais superiores, incluindo humanos (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

O fato de sementes de leguminosas serem consumidas por uma parcela conside-
ravel da populacio mundial, faz aumentar a preocupacio de pesquisadores sobre o
real significado das lectinas nas dietas, pois feijoes crus (Phaseolus vuigaris) presentes
em racoes de ratos debilitam o desenvolvimento desses animais. Esta claro que as lecti-
nas de feijoes, apds a interacdo com receptores na superficie de células intestinais, sdo
endocitadas, causando distirbios sistémicos. Ha perda das microvilosidades intestinais
de ratos alimentados com lectinas de feijao, diminuindo o ritmo de crescimento dos
animais (ROSSI et al., 1984). Hiperplasias de intestinos, de figado e de pancreas também
foram observadas quando a lectina pura foi administrada a ratos. Aparentemente a hiper-
plasia pancreatica pode ser a responsavel pela diminuicao dos niveis de insulina dos
ratos alimentados com lectina de feijao (PUSZTALI et al., 1986).

Adicionalmente, a lectina de P. vuigaris administrada aos ratos por via oral ocasio-
nou certa atrofia do timo, que poderia ser causada pela proliferacio bacteriana no intes-
tino, com suspeita de dano no sistema imunolégico (JAYNE-WILLIANS e HEWITT, 1972).
A ingestio de lectina de P. vulgaris também afeta o metabolismo de nutrientes, com um
aumento na excre¢io de nitrogénio e no catabolismo lipidico (PUSZTALI et al., 1986),
conduzindo a uma debilidade geral, com perda de peso, desenvolvimento inadequado e
eventual morte. Administradas parenteralmente podem diminuir a resisténcia a infeccdes
(DICKINSON et al., 1978), ou provocar tumores (SCHWARTZ e PAPPAS, 1976). Ha ainda
relatos de que, sob certas circunstincias, as lectinas podem ser altamente alergénicas
(MITCHELL e CLARKE, 1979).

Recentemente, resultados de ensaios nutricionais executados com lectinas de
Galanthus nivalis, GNA, incorporadas em batatas causaram grande repercussio e polé-
mica (EWEN e PUSZTAI 1999). Racoes administradas a ratos tiveram adi¢iao da lectina
em sua forma purificada e batatas geneticamente modificadas, GM, para expressar a
GNA. Os autores afirmaram que as batatas GM foram responsaveis pelo retardo no
desenvolvimento dos animais, com danos ao sistema nervoso. Porém, apds uma audito-
ria interna, ficaram comprovadas falhas no delineamento experimental, de tal modo que
os resultados nao tiveram credibilidade. De qualquer forma, o fato relevante que ficou
do ensaio foi a alta toxicidade da GNA, inadequada para ser empregada em plantas GM
como barreira biolégica contra pragas.

Mesmo entre as leguminosas, os dados da literatura apresentam posicoes diver-
gentes dependendo das espécies ensaiadas. FIGUEROA et al. (1984), trabalhando com
lectinas isoladas de P. vuigaris, constataram que a adicao de 1% de lectina do feijao
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Jalo provoca diminui¢ao no crescimento, altera a glicemia sérica e também reduz a ativi-
dade da maltase e da invertase na mucosa intestinal de ratos. Em contraste, porém, as
sementes de feijao veludo (Mucuna pruriens) nio apresentam atividade aglutinante para
nenhum tipo sanguineo de humanos, de coelhos e de porcos, e mesmo a alta atividade
de inibicao de tripsina é drasticamente reduzida pelos procedimentos usuais de remolho
e coccio (UDEDIBIE e CARLINI, 1998). Ainda entre as leguminosas, ensaios nutricionais
com ratos alimentados com dietas contendo lentilhas (Lens culinaris) revelaram que as
preparacoes contendo a lentilha integral, a fracio globulinica e a casca das sementes
reduziram a curva de crescimento dos animais, evidenciando a baixa digestibilidade pro-
téica. Paralelamente no mesmo trabalho, os grupos de ratos que receberam lectina pura
e fracao albumina isenta de lectina na dieta ndo sofreram qualquer alteracio significativa
no desenvolvimento (CUADRADO et al., 2002).

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS LECTINAS

Devido as caracteristicas e propriedades bioquimicas, as lectinas vém sendo utili-
zadas como valiosos instrumentos em pesquisas médicas e biologicas (Quadro 2).

As lectinas podem ser utilizadas para explorar superficies celulares ligando-se
a porcio carboidrato de glicoproteinas ou de glicolipidios que se projetam da célula
(SARKAR et al., 1991). Pela sua versatilidade, as lectinas tém sido usadas, muito além
da tipagem de células vermelhas do sangue, nos estudos de receptores quimicos, estru-
tura presente nas hemiceas dos grupos sangiiineos (SAKAKIBARA et al., 1985). Assim,
estudos de inibicao por actcares simples com as lectinas de Phaseolus limensis e Vicia
craca, especifica para o grupo A, de Lotus tetragonolobus e Anguilla anguilla, especi-
ficos para o grupo O, forneceram evidéncias, de que N-acetilgalactosamina e L-fucose
desempenham um papel importante na especificidade dos grupos A e O, respectiva-
mente, e como agentes mitogdnicos na lectina de Phaseolus vuigaris, PHA (SHARON e
LIS, 1987). Outras trés lectinas foram reconhecidas para o mesmo fim: o mitégeno de
erva-dos-cancros, uma lectina de Wistaria floribunda, e a Con A (DOYLE et al., 1975).

As lectinas mitogénicas também podem ser utilizadas para cariotipagem, determi-
nacao de sexo e deteccio de cromossomos defeituosos devido a facil visualizacao dos
cromossomos nas células estimuladas (SHARON e LIS, 1989).

Lectinas de diferentes especificidades foram imobilizadas sobre suportes inertes
e usadas como matrizes de afinidade para fins bastante variados. Assim, elas tém sido
utilizadas em cromatografias de afinidade niao s6 para o isolamento, como para a
demonstracao da natureza glicoprotéica de receptores de hormonios, fatores de cres-
cimento, neurotransmissores, imunoglobulinas e compostos relacionados (GIOANNINI
et al., 1982). Do mesmo modo, a cromatografia de afinidade em colunas com lectina
imobilizada tem sido utilizada nao apenas com propositos preparativos, de isolamento
de glicoproteinas de membrana, como analitico para separar glicopeptideos que diferem
pouco na composicio e estrutura de carboidratos.
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Quadro 2 Emprego de lectinas em atividades de pesquisa e em diagnéstico*

1 - Caracterizacao de carboidratos e de glicoconjugados.

2 - Estruturas de carboidratos complexos na superficie de células e de

particulas subcelulares de animais, bactérias e virus.

3 - Arquitetura de superficies celulares e suas mudancas sob transformacao maligna.

4 - Tipagem sanguinea, estudos estruturais de substancias de grupos e subgrupos
sanguineos.

5 - Isolamento de subpopulacoes de linfécitos.

6 - Genética, biossintese e funciao de glicoconjugados de superficies celulares.

7 - Estimulacio mitogénica de linfécitos, eventos apos a iniciacao da divisao celular,
constitui¢ao cromossomal de células e deteccio de anormalidades cromossdmicas.

8 - Sitios de ligacao especifica carboidratos-proteinas.

9 - Andlises estruturais dos modelos de interacao proteina-proteina.

10 -Estimula¢ao linfocitaria e de citotoxicidade celular dependente de lectinas.

11 -Tipagem de microrganismos e parasitas (T. cruzi e Leishmania.).

12 -Modelos moleculares de transducio de sinal.

13 -Fatores de resisténcia em vegetais heter6logos.

* Adaptado de: MOREIRA et al. 1991; LORIS et al. 1998; DAM e BREWER, 2002.

Diversas lectinas, entre elas a Con A, a lectina de lentilha, a BSI de Bandeiraea
simplicifolia 1, as RCA I e II de Ricinus communis, a aglutinina de germe de trigo, e
a jacalina, foram imobilizadas em suportes inertes e assim usadas como matrizes para
purificar glicoproteinas (GIOANNINI et al., 1982; SARKAR et al., 1991).

Entre as aplicacoes analiticas de lectinas pode-se citar a reacio imunoadsorvente
com enzima, ELISA, que foi desenvolvida para deteccio quantitativa de glicoproteinas
dos envelopes do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da imunodeficiéncia de
simios (SIV) utilizando a lectina de Galanthus nivalis (MAHMOOD e HAY, 1992).

Lectinas com especificidades distintas tém sido conjugadas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), com a finalidade de: analisar a superficie de bactérias fixadoras de
nitrogénio, avaliar a distribuicao de receptores para lectinas em embrides de camundon-
gos transplantados (KIMBER, 1989) e estudar glicoproteinas de superficies celulares de
esperma de caprinos (SARKAR et al., 1991).

Diversas lectinas sao capazes de diferenciar algumas espécies de microorganismos.
Lectina de germe de trigo (WGA) aglutina a espécie Neisseria gonorrboeae (SCHAEFER et
al., 1979), lectinas de Glycine max, Abrus precatorius e Griffonia simplicifolia, aglutinam
apenas Bacillus antbracis e Bacillus mycoidis (COLE et al., 1984) entre varios bacilos. O

uso de lectinas em microbiologia clinica apresenta varias vantagens como, estabilidade,
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atividade especifica elevada, disponibilidade comercial de virias lectinas e habilidades
em mostrar diferencas estruturais entre espécies (SLIFKIN e DOYLE, 1990).

O emprego da tecnologia do DNA recombinante tem demonstrado extrema utili-
dade em estudos de estrutura, biossintese e funcao de lectinas de plantas (HAMELRYCK
et al., 2000). Além desses, as técnicas de biologia molecular tém permitido a transforma-
cio genética de plantas para aumentar a resisténcia ao ataque de insetos predadores
(SHADE et al. 1994) e a diminui¢iao de fatores adversos pela presenca de lectinas em
vegetais comestiveis. Por exemplo, a inclusao de uma proteina inibidora de a-amilase,
da mesma familia das lectinas de feijao comum, em ervilhas proporcionou resisténcia da
planta ao ataque de carunchos (SHADE et al. 1994). As mesmas ervilhas foram emprega-
das em ensaio nutricional de ratos sem causar danos ao desenvolvimento e tampouco
alterar os parametros bioquimicos e clinicos de controle de satde dos animais (PUSZTAI

et al, 1999).

CONCLUSOES

Além do entendimento atual dos mecanismos clissicos que regem as interacoes
lectina-carboidrato estio em curso novas revelacdes sobre o papel das lectinas nas célu-
las e tecidos. Essas deverio trazer esclarecimentos sobre o metabolismo e a fisiologia de
todos os seres vivos com indiscutiveis avancos para o transporte de substancias bioativas
para o interior das células, o desenvolvimento de modernas técnicas de diagnodstico, a
transformacao genética de organismos e a identificacio e a eliminacio de fatores adver-
sos de plantas.

Abrem-se, portanto, alternativas de desenvolvimento de novas variedades de plan-
tas mais resistentes, mais bem adaptadas ao meio e que, a0 mesmo tempo, se tornam
mais Uteis para diversas finalidades e empregos nas areas de saide, sobretudo para
serem consumidas diretamente como alimentos.
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(BRIAN, 1929)

e) substituir & por e no texto e, por ponto
e virgula (;) nas referéncias bibliograficas
(BRITO e PASSOS, 1930)

f) aexatidao das referéncias é de responsabi-
lidade dos autores

REGULAMENTO DA NUTRIRE: REVISTA DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ALIMENTACAO E NUTRICAO=
JOURNAL OF THE BRAZILIAN SOCIETY OF FOOD AND NUTRITION

Da Revista, Sede e Fins

Art.1° - A Nutrire: revista Brasileira de Ali-
mentacao e Nutricio=Journal of the Brazilian
Society of Food and Nutrition, 6rgao oficial da
Sociedade Brasileira de Alimentacio e Nutri-
¢io — SBAN, criado em 1985, com sede* na Av.
Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 14, Cidade Uni-
versitdria, Sao Paulo, Brasil, tem por finalidade
publicar trabalhos técnico-cientificos nas areas
de alimentacao e nutricao.

Paragrafo 1: a Nutrire: revista Brasileira de
Alimentacao e Nutricio=Journal of the Bra-
zilian Society of Food and Nutrition contard
com as seguintes secoes: artigos originais,
de revisao, atualizacdo, notas e informacoes,
cartas ao editor, indices de autores e assuntos

Paragrafo 2: A Comissao Editorial, o Editor-
cientifico e o Conselho Editorial compoem a

Comissao de Redacio.

*A sede da SBAN fica na jurisdi¢ao do Pres-
idente eleito.

Art. 2° - A revista serd editada, no minimo,
uma vez por ano.

Art. 3° — Periodicidade semestral.

Da Direcao e Redacao

Art. 4° - O editor-responsavel serd o Presi-
dente da Sociedade Brasileira de Alimentacao
e Nutricao — SBAN.

Art. 5° - A Comissao Editorial serd composta
de 7 membros, com mandato de 5 anos e esco-
lhidos dentre seus sécios efetivos. Os membros
da Comissao elegerio o editor-cientifico pelo
mesmo periodo.

Paragrafo Ginico: a renovacao de seus mem-
bros serd de 4 e 3, respectivamente, a cada trés

(3) anos.
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Art. 7° - Compete a Comissao Editorial e ao
Editor-cientifico julgar todo o material encami-
nhado para publicacao.

Art. 8° - Compete 2 Comissao Editorial fazer
cumprir este regulamento e seu respectivo Cro-
nograma.

Art. 9° - Compete ao Conselho Editorial a
revisdo cientifica dos artigos recebidos.

Pardgrafo tnico: O Conselho Editorial nio
terd nimero de membros definidos e serd com-
posto de especialistas nacionais e internacio-
nais de cada area de Alimentacao e Nutricao
indicados pela Comissao Editorial.

Art. 10° - Os trabalhos aprovados para
publicacao deverao trazer o visto do Editor-
cientifico.

Paragrafo dnico: os trabalhos serao publi-
cados em ordem cronolégica de recebimento,
salvo as notas prévias.

Art. 11° - A data de recebimento e aprovacao
do artigo constara obrigatoriamente no final do
mesmo.

Art. 12° - Todo trabalho entregue para
publicacao devera ser assinado pelo autor e
trazer endereco para correspondéncia. No caso
de mais de um autor devera expressamente ser
indicado o autor responsavel pela publicacao

Art. 13° - A primeira prova grafica serd
revisada pelo Editor-cientifico e conferida pelo
autor que a rubricard. Haverd apenas duas
provas graficas.

Art. 14° - Os originais de trabalhos aceitos
para publicacao nao serao devolvidos.

Art. 15° - E proibida a reproducio, no
todo ou em parte, de trabalhos publicados na

Nutrire: revista da Sociedade Brasileira de Ali-
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mentacao e Nutricio= Journal of the Brazilian
Society of Food and Nutrition sem prévia autori-
zacio do autor e do Presidente da SBAN. E per-
mitida a reproducio de resumos com a devida
citacio da fonte.

Art. 16° - Os autores deverao assinar a decla-
racao de responsabilidade e transferéncia.

Art. 17° - Os artigos serao recebidos para
publicacao até 30 de janeiro e 30 de julho, de
cada ano.

Art. 18° - A organizacio e revisao do mate-
rial a ser publicado compete ao bibliotecario
responsavel pela normalizacio técnica e inde-
Xacao.

Art. 19° - Os artigos devem ser enviados
para o Editor-cientifico (1 original e 2 c6pias):

Dra. Célia Colli

Sociedade Brasileira de Alimentacao e
Nutricao-SBAN

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 B14 — Cidade
Universitaria, Cep 05508-900 — Sao Paulo, SP

— Brasil
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