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Resumo Geral

Programas de prevengao 4 hipovitaminose A preconizam O consumo dos
vegetais verdes folhosos, por serem fontes de carotendides proé-
vitaminicos A. Porém, alguns estudos questionam a eficacia desta conduta,
alegando que a biodisponibilidade dos carotendides das folhas é baixa
demais para o combate a hipovitaminose. Como a racula (Eruca sativa) é
um vegetal bastante consumido e, sdo poucas as informagdes sobre a sua
composi¢do, o presente trabalho teve como objetivo estudar o conteddo de
alguns nutrientes-chave da rucula, e determinar a biodisponibilidade dos
carotendides nessa verdura folhosa, tanto crua como cozida, em relagao
ao B-caroteno sintético, através da dosagem destes nas lipoproteinas ricas
em triacilgliceréis (LRT). No estudo sobre a composi¢cdo determinou-se o
teor de cinzas, proteina, lipideos totais, carboidratos, fibras, acidos
graxos, além do contetdo de o-tocoferol, carotendides e atividade da
enzima lipoxigenase no vegetal cru e cozido (5, 10 e 15 min a 97°C). Para
estudar a biodisponibilidade, foi delineado o seguinte estudo: 10 mulheres
adultas saudaveis, com o IMC de 18 a 20kg/m?, foram orientadas a
consumir durante trés dias dietas isentas de fontes de carotendides. No
quarto dia foi feita coleta de sangue em jejum (t=0h) e, logo apos, ingeriu-
se refeicdo experimental constituida por rucula crua (6,0umol de B-
caroteno) e 15g de gordura. Coletou-se sangue nos tempos de 2, 4eb
horas apos a refeigao. Apbés um intervalo de 60 dias repetiu-se ©
procedimento com 0 mesmo grupo, porem usando a folha cozida (7,7umol
de B-caroteno) por 5 minutos. O grupo controle (n=5) recebeu uma capsula
com 5,6umol de B-caroteno ao invés do vegetal. Depois de isolado, o soro
foi ultra-centrifugado para a obtengdo das LRT. A biodisponibilidade foi
estimada medindo a area sob a curva de concentragdo-tempo (ASC) de
cada individuo. A rucula crua apresentou a seguinte composigao
centesimal em base umida: 1,89 de cinzas, 2,4g de proteina, 0,39 de
lipideos totais, 4,1g de carboidratos, 6,2mg de a-tocoferol, 5,3mg de
luteina e 3,2mg de B-caroteno e 1,3g de fibra, sendo que O tratamento

utilizado ndo inativou a enzima lipoxigenase. A composi¢cdo em acidos
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graxos mostra que o acido linolénico & predominante (48%). Os resultados
de biodisponibilidade mostraram que existe consideravel variagdo inter e
intra-individual nas concentragdes plasmaticas destes compostos
(concentragbes médias para B-caroteno e luteina de 204+132 nmol-L™" e
91+44 nmol-L™', respectivamente). A absorcdo determinada pelo método da
ASC para B-caroteno e luteina geralmente atinge seu pico em 4 horas,
declinando rapidamente para a concentracdo de 2 horas. L
biodisponibilidade média de p-caroteno observada para 0s grupos ‘crua’ e
‘cozida’ foi respectivamente, 61+25 e 42+24 nmol-L"'h™", em relagdo a
56+19nmol-L"'h"' para o B-caroteno em capsula. Ndo houve diferencas
significativas, entre as trés médias, pelo teste de Student (p>0,05).
Quando comparada as ASCs observou-se que a absorgéo do B-caroteno foi
maior do que a da luteina, independente do cozimento. Os resultados
deste estudo sugerem que, a biodisponibilidade relativa dos carotendides
desta verdura nao é baixa, que ndo houve alteragdo apoés 5 minutos de
cozimento e que a interagao entre o B-caroteno e a luteina resultou numa

maior absorgéo do primeiro.

Palavras-Chave: carotendides, biodisponibilidade, lipoproteinas,

verduras folhosas, quilomicrons.
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General Abstract

Hipovitaminosis-A prevention programs have recommended the routine
consumption of green leafy vegetables for being good sources of
provitamin A. Some studies, however, question the efficacy of this practice
based on data indicating that carotenoid bioavailability from these sources
is much too low to improve the vitamin A status of individuals in need. The
rocket (Eruca sativa) is a green leafy vegetable widely consumed in some
parts of Brazil, but until now there is little information regarding its
nutritional properties, except for its carotenoid composition, particularly
rich in lutein and p-carotene. The present work was designed to study the
rocket leaf as a source of nutrients of lipid nature, namely a-tocopherol,
polyunsaturated fatty acids and carotenoids and estimate the relative
bioavailability of p-carotene and lutein to humans, both in the raw and in
the cooked state. The experiment consisted of determining the carotenoids
in the triacylglycerol-rich lipoproteins (TRL), the first stage after
absorption, in 10 adult, healthy women (18 <BMI <20kg/m?). The volunteers
were instructed to consume diets free of carotenoids for three days. Early
on the fourth day, a blood sample was drawn (fasted, t=0h). Immediately
after, each volunteer ingested an experimental meal that consisting of
white bread, 15 g of vegetable oil and the raw leaves (6.0umol de B-
carotene). Blood samples were drawn again at 2, 4 and 6 hours after the
meal. This procedure was repeated 60 days later with the same group, only
that the leaf was cooked (7.7umol de p-carotene) for 5 minutes. A control
group (n=5) received a capsule containing 5 6umol of B-carotene instead of
the vegetable. The TRLs were isolated from the sera by ultracentrifugation,
the carotenoids extracted from this fraction and quantified by HPLC.
Bioavailability was estimated by measuring the area under the time-
concentration curve (AUC) of each individual. The composition for the leaf
indicated that this vegetable is a rich source of both lutein (5.3mg/100g wet
weight) and p-carotene (3.2mg/100g). In addition, nearly 48% of the fatty
acid content of the leaf corresponds to linolenic acid. Results on the

bioavailability study showed considerable inter- and intra-individual
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variations in the serum concentrations of these compounds (mean values
for B-carotene and lutein were 204+132nmole-L™* and 91+44nmole-L”,
respectively). Absorption of the carotenoids, estimated by the method of
the area under the time-concentration curve (AUC), showed that B-carotene
and lutein generally reached their peak in 4 hours, declining rapidly
thereafter. Mean bioavailabilities for P-carotene were 61+24 and
42+24nmole-L"'h"", for the raw and cooked leaf, respectively, and
56+19nmole-L"'h"' for the p-carotene capsule. No significant differences
were observed between the three means by the Student test (p>0.05).
Comparison of the AUCs revealed that absorption of B-carotene was 3
times greater than that of lutein, regardless of the heat treatment. These
results support the notion that the relative bioavailability of these
carotenoids from rocket is not low, that there was no alteration upon 5
minutes of cooking and that interaction between p-carotene and lutein

results in the greater absorption of p-carotene.

Key-Words: carotenoid, bioavailability, lipoprotein, green leafy vegetables,

chylomicrons.
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1. Introduc¢ao

As verduras folhosas s&o parte importante da alimentacéo do homem e dos
primatas, sendo uma excelente fonte de fibras, carotendides, magnésio, potassio,

calcio e de vitaminas C e E, &cido fdlico e outros agentes antioxidantes.

As folhas verdes escuras, no conjunto, s3o consideradas boas fontes de
carotendides que sao pigmentos naturais, amplamente distribuidos na natureza, e
alguns, com atividade pro-vitaminica A. O p-caroteno é o carotendide pro-
vitaminico A mais importante, devido 4 sua abundancia e também por ser o mais
eficiente na produgéo do retinol (vitamina A pré-formada).

O retinol participa do processo visual e da diferenciacéo e manutengao dos
tecidos epiteliais, ou seja, no crescimento e desenvolvimento humano. A
deficiéncia na dieta dessa substancia tem contribuido para que, principalmente
em paises em desenvolvimento, elevada parcela da populacdo seja acometida de
hipovitaminose A (WHO, 1994).

Na tentativa de desenvolver estratégias de prevencao e ou combate a essa

deficiéncia nutricional, muitos estudos vém sendo realizados.

Dos diferentes trabalhos sobre a eficacia das verduras, realizados por
pesquisadores de diversos paises, a maioria constatou que o consumo desses
vegetais ocasiona uma melhora no estado nutricional de vitamina A de criangas e
adultos. Porém alguns estudos mais recentes (Bulux et al., 1994 e De Pee et al.,

1995) obtiveram resultados controversos aos até entéo existentes.

Um importante fato que desencadeou a controvérsia tendo como alvo a
divergéncia sobre a eficacia das fontes naturais, como as verduras folhosas,
parece estar relacionado com as metodologias adotadas para a condugdo do

experimento. Por exemplo, em algumas pesquisas os autores utilizaram a
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dosagem dos carotendides séricos para estudos sobre biodisponibilidade, no
entanto, de acordo com a literatura, esse indicador n@o é o mais indicado devido
ao fato de existirem individuos que nao apresentam variagbes séricas apos a
ingestdo do f-caroteno (Johnson & Russel, 1992). Observa-se também nesses
estudos, a falta de uma padronizagao com relagao a quantidade do alimento, tipo
e forma (cru ou cozido) como ele é oferecido para os individuos. O tempo de
cozimento tanto pode ser insuficiente para destruir o complexo caroteno-proteina,

como pode ser excessivo e desta forma levar a degradagéo dos carotendides.

Ha de se enfatizar ainda as consideragdes tecidas por Rodriguez-Amaya,
(1989) e Rodriguez-Amaya & Amaya-Farfan (1992), que destacaram o registro na
literatura de dados desprovidos de exatiddo, principalmente por superestimar os

valores vitaminicos A da maioria dos alimentos.

Nos programas de combate a hipovitaminose A, a intervencao terapéutica
é realizada através da administracdo de uma dose Unica da vitamina na forma
palmitato de retinila. Mas, este tipo de intervengéo, além de apresentar um alto
custo, € de agéo terapéutico-preventiva, nao auto-sustentével e de pouco valor

educacional para paises em desenvolvimento.

A importancia deste tema torna-se mais evidente quando observamos que
o IVACG (International Vitamin A Consultative Group), 6rgéo técnico em saude
publica sob os auspicios da USAID e da FAO (Food and Agricultural Organization
of the United Nations), vem investindo ha anos em educagé@o e ajuda as
populacdes carentes do terceiro mundo, buscando incentivar a formacgéo de hortas
comunitarias € promover o0 consumo de verduras folhosas, como abordagem auto-
sustentavel de combate a hipovitaminose A (FAO- The Vitamin A Programme.
Fourth Summary Progress Report, 1991-1992).
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O presente estudo teve como objetivo estudar o conteudo de alguns
nutrientes-chave da rucula (Eruca sativa), incluindo a composicdo de
carotenoides. Avaliar a estabilidade e biodisponibilidade dos carotenbides nessa
verdura folhosa, tanto crua como cozida, em relagdo ao B-caroteno sintético,
através da dosagem dos carotendides nas lipoproteinas ricas em triacilglicerois
(LRT) de mulheres sadias.
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2. Objetivos

Geral

Estudar o conteido de alguns nutrientes-chave da racula, incluindo a
composigdo de carotendides. Avaliar a estabilidade e biodisponibilidade dos
carotenéides nessa verdura folhosa, tanto crua como cozida, em relagao ao B-
caroteno sintético, através da dosagem dos carotenoides nas lipoproteinas ricas

em triacilglicer6is (LRT) de mulheres sadias.

Especificos

| Estudar a composig¢do da ricula (Eruca sativa), como modelo experimental dos
vegetais folnosos, particularmente quanto aos niveis de proteina, gordura,

fibra, carotendides, tocoferdis e acidos graxos.

2 Estudar os niveis de atividade da enzima lipoxigenase do vegetal, visto que a

mesma pode agir sobre alguns nutrientes essenciais.

3. Comparar a biodisponibilidade relativa dos carotendides principais da rucula
crua e cozida, usando a dosagem dos mesmos nas lipoproteinas ricas em

triacilglicerdis séricas de mulheres sadias.
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3. Capitulo 1

3.1. Reviséao bibliografica

3.1.1 Racula (Eruca sativa)

A rucula ou pinchao € uma hortalica da familia Cruciferae que recebe 0
nome cientifico Eruca sativa. Ela foi documentada na literatura antiga da Terra
Santa e existem varios nomes nas diferentes linguas, como por exemplo;
“euzomon” em greco € “gargir’ em hebraico. Em francés é "roquete” e "rocket" ou
"arugula’ em Inglés. Segundo Yaniv et al. (1998), a rucula foi mencionada na
Biblia como “oroth”.

Acredita-se que a rucula seja uma planta medicinal e que pode ser usada
como afrodisiaco, no tratamento de infecdes dos olhos € em problemas digestivos
e intestinais. O efeito da rticula como afrodisiaco, esta relacionado com o aumento
da produgdo do semem apds o consumo da semente, fato que esta relatado no
livro sagrado dos Judeus, O Talude. Nesta mesma literatura encontra-se que a
rucula (oroth, como era chamada) clareia os olhos € deve ser recomendada no
seu tratamento (Yaniv et al., 1998).

A folha de ricula possui gosto pungente, sendo bastante consumida crua

como salada e também cozida, como ingrediente de alguns pratos culinarios.

No Brasil sao comercializados anualmente mais de 1.000.000 de magos no
CEAGESP de Sao Paulo, sendo os municipios da Grande Sao Paulo, da regido de
Campinas e Sorocaba os principais produtores da hortalica, que € uma planta
anual, de porte baixo, com folhas relativamente espessas € subdivididas, de cor

verde claro e as nervuras verde-arroxeadas claras (Minami & Netto, 1998).

Em um recente estudo (Weckerle et al., 2001), foi observado a presenca de
flavonoides na folha de rucula, sendo um deles 0 quercetina 3. Esses compostos

atuam como antioxidantes no organismo, prevenindo O aparecimento de

6 Capitulo 1



determinadas doengas que séo causadas pelo aumento de produtos da oxidagao.
Também estdo presentes na folha de rucula alguns carotendides, sendo 0s
principais a luteina (4,8mg/100g) e o B-caroteno (3,4mg/100g) (Ramos &
Rodriguez-Amaya, 1987).

3.1.2. Deficiéncia de vitamina A

Existem relatos que no antigo Egito por volta de 1500 a.C, pessoas
apresentavam sinais de deficiencia de vitamina A. Na época, o tratamento
consistia na ingestéo de figado.

Durante muito tempo, a deficiéncia de vitamina A era conhecida como “a
doenca da deficiéncia de gordura”. A etiologia da doenga s6 comegou a ser
descrita no inicio do século XX. Em 1913, MaCcollum & Davis observaram que
ratos jovens que recebiam dietas sem gordura, adoeciam, paravam de crescer €
desenvolviam sinais de inflamagao ocular. O quadro era revertido com a adigao de
manteiga e 6leo de figado na dieta. Por estar relacionado com gordura, O

composto foi denominado “gordura soluvel A” e mais tarde vitamina A.

A deficiéncia de vitamina A pode ocorrer nao somente como resultado da
ingestdo inadequada, mas também devido & méa absor¢ao deste nutriente. Os
primeiros sinais de deficiéncia sdo lestes cutaneas, COmo hiperceratose folicular &
infecdes, no entanto, a manifestacao clinica mais importante ocorre a nivel ocular.
Antes dos sinais oculares aparecerem, ocorre a manifestacéo subclinica ou

marginal (McLaren & Frigg, 1997).

Os sinais oculares provenientes da deficiéncia de vitamina A variam desde
a cegueira noturna (XN), xerose conjuntival (X1A), mancha de Bitot (X1B) até a
xerose corneal (X2) e ulceragdo corneal (X3A e X3B). Esses sinais e sintomas sao
denominados xeroftalmia e as lesBes irreversiveis da comea, associada com a

cegueira noturna de ceratomalacia (McLaren & Frigg, 1997).
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As manifestacdes oculares provenientes da deficiéncia, de intensidade (leve
ou moderada), respondem rapidamente a ingestao da vitamina A, e ndo deixam
sequelas (Sommer,1995).

A deficiéncia de vitamina A afeta pessoas em cerca de 118 paises, sendo
considerada um grave problema nutricional mundial (Goodman et al., 2000), e em
paises em desenvolvimento como grave problema de saude publica. Segundo
Bloem et al. (1998), trés milhdes de criangas no mundo apresentam sinais clinicos
da deficiéncia e, apesar de obscura, a magnitude da deficiéncia subclinica (niveis

séricos de retinol<20pg/dl) deve ser em torno de 140 a 250 milhdes de criancas.

No Brasil estudos isolados restritos a populagdes de baixa renda,
mostraram que apesar de nao ser frequente a ocorréncia de sinais clinicos da
deficiéncia, como a xeroftalmia € a cegueira noturna, existem criangas com sinais
subclinicos (niveis séricos de retinol inadequados). Sendo considerado um
problema endémico em algumas areas das regides do norte € nordeste do Brasil
(Gont;alves—Carvalho, 1995: Ramalho, 1998; Gongalves, 2001).

Desde 1983 comegou a ser executada no Brasil uma aga@o (patrocinada
pelo governo federal) no combate a hipovitaminose A, onde pré-escolares, das
regides do semi-arido nordestino, da periferia de Belo Horizonte e do vale do
Jequitinhonha, comegaram a receber doses macigas da vitamina (Aradjo, 1989).

Programas de distribuicdo de doses macicas de vitamina A séo eficientes
como solugéo a curto prazo, pois a administragao do palmitato de retinila gcarae
de dificil implementagao e continuidade em paises em desenvolvimento (Zeitlin et
al., 1992).

Underwood (1992) acredita que & essencial acoplar aos programas de
distribuicdo de vitamina A, programas que incentivem praticas de horticultura e

educacdo alimentar, no intuito de aumentar o consumo de vegetais verdes
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folnosos. Como ocorreu na Tanzania, onde um programa de controle da
deficiéncia alimentar em vitamina A foi eficiente pois levou em consideragao
estratégias como educacao alimentar e promogéo do cultivo de hortas, para

aumentar o consumo de alimentos ricos em pro-vitamina A (Kavishe, 1992).

Apesar de existirem diversos trabalhos que mostram O efeito positivo do
consumo de vegetais verdes folhosos no combate a hipovitaminose A, esta
estratégia esta sendo questionada considerando os resultados de alguns estudos
(Bulux, 1994, De Pee, 1995) que mostraram queé a biodisponibilidade dos
carotendides das verduras folhosa é baixa, ndo sendo eficiente no controle da
hipovitaminose.

3.1.3. Retindides e Carotendides

Vitamina A € um termo generico usado para descrever todos retindides que
tém atividade biolégica do todo-trans retinol. O nome retinol deriva-se de uma

funcao especifica da vitamina nos olhos (retina).

A forma aldeidica do retinol (retinal) pode derivar-se dos carotendides pro-
vitaminicos A; sendo o p-caroteno (composto de dois anéis pB-ionona) ©o
carotendide com maior atividade de vitamina A e o mais amplamente distribuido
na natureza. A percentagem importante dos carotendides pré-vitaminicos e
oxidada enzimaticamente (15,15 -dioxigenase) na mucosa intestinal, gerando

retinal.

A vitamina A na sua forma alcool (retinol) é encontrada somente no reino
animal, principalmente, como ésteres com acidos graxos de cadeia longa, no
figado, rins, pulmoes e depositos de gorduras. Nos alimentos de origem vegetal,
encontramos os carotendides, que séo responsaveis pelas cores amarelas, laranja
e vermelha de frutas, raizes, flores, peixes e passaros. Eles se localizam nos

cloroplastos de plantas superiores, embora neste tecido sua cor seja ocultada pela
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clorofila. Também sao encontrados em algas, bactérias e leveduras (Britton,
1995).

Recentemente, Scott & Rodriguez-Amaya (2000) propuseram que, face a
insuficiéncia de estudos de conversdo de carotendides pro-vitaminicos A em
retinol, ndo sejam adotados novos fatores de conversdo. Na opinido desses
autores, todos os dados de composi¢do de alimentos em carotendides pro-
vitaminicos A devem ser publicados sem aplicar qualquer converséo, ou seja, que
a pratica de relatar esses dados em tabelas de composigéo na forma de

equivalente retinol seja abandonada.

Os retindides apresentam propriedades anti-carcinogénicas, prevenindo
cancer de muitos Orgaos incluindo as glandulas mamarias, sistema génito-
urinario, pancreas, esodfago, figado, pele e intestino. Estudos experimentais
mostraram que existe uma relagdo inversa entre 0S niveis de vitamina A no

organismo animal e 0 cancer induzido (Wald, 1987).

Os carotendides apresentam algumas fungbes como a de promover a
melhora do sistema imunologico € diminuir o risco de doencas degenerativas
como o cancer, doencas cardiovasculares, degeneragao macular e cataratas. Este
papel dos carotendides é atribuido a sua propriedade antioxidante de ligagao com

radicais livres e oxigénio singlete (DiMascio, 1998).

Estudo realizado por Seddon et al. (1994) sobre carotendides e a
degeneragéo macular, concluiu que o aumento do consumo de alimentos ricos
m certos carotendides, em particular 0s verdes escuros, pode diminuir o risco

do desenvolvimento de degeneragao macular em individuos idosos.

A toxicidade do retinol depende da idade do paciente, da dose € da duragao
da administraggo. Os primeiros sintomas de uma intoxicagao aguda incluem

irritabilidade, ou desejo irresistivel de dormir, cefaléia intensa resultantes da
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elevacdo da presséo intracraniana, tonturas, hepatomegalia, vOmitos,
papiledema e, depois de 24 horas, descamacgdo generalizada da pele. A alta
ingestao de vitamina A por criangas é resultado da administracdo exagerada da
vitamina por parte dos pais. Nos adultos tém ocorrido toxicidade em
consequiéncia de prolongada auto-medicacdo, modismos alimentares ou uso de

retindides no tratamento da acne ou de outras lesdes cutaneas.

3.1.4. Absorcdo e metabolismo

Absorcao é definida como a passagem dos carotendides da dieta, ou seus
metabolitos, para a circulagéo linfatica ou portal. Eles sdo absorvidos por difusé@o
passiva pelas células do intestino delgado. Este processo deve ocorrer de acordo
com o gradiente de concentragéo entre a micela e a membrana do enterocito (Van
Viiet, 1996).

S30 VArios OS processos necessarios para ocorrer uma absorcéo adequada:
1) digestéo eficiente da matriz alimentar, onde encontram-se 0s carotendides, 2)
formac&o de micelas no intestino delgado, 3) entrada do carotendide para a célula
intestinal, e 4) transporte dos carotendides e seus metabdlitos para a circulagao
linfatica ou portal (Erdman et al., 1996). A espécie humana absorve 0S
carotendides e os armazenam no figado, sangue, tecido adiposo e leite.

Nos alimentos in natura oS carotendides encontram-se em um complexo
caroteno-proteina e compostos celulares, dificultando assim a agao de enzimas, €
ocasionando uma baixa digestao e absorcdo destes compostos. Um estudo
mostrou que a absorgdo do B-carotenc em alimentos in natura é relativamente

baixa, comparada com alimentos cozidos (300%) (Rock et al., 1998).

Vitamina A (ésteres de retinila) e 0s carotendides ingeridos na alimentacao
s3o liberados no estomago de suas combinagdes protéicas, atraves da acao de

enzimas proteoliticas. Em seguida, os sais biliares emulsificam os lipideos e
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formam as micelas que possuem grupos lipofilicos no centro e hidrofilicos por fora.
Os ésteres de retinila séo clivados a retinol no limen intestinal, pela acao de
hidrolases pancredticas. A absorgéo do retinol & mais eficiente (70 a 90%) que a
dos carotendides (20 a 50%), porém ambas dependem da quantidade de gordura
da dieta (Blonhoff, 1994).

Uma porcentagem importante dos carotendides pro-vitaminicos & oxidada
enzimaticamente (15,15'-dioxigenase) na mucosa intestinal, gerando retinal (uma
molécula de B-caroteno clivada no meio, origina duas de retinal), que é reduzido a
retinol, através da ag&o da retinal redutase. Podem ocorrer também clivagens
assimeétricas nas posigdes 8, 10" e 12’ formando os apocarotenais € compostos-
apo menores. Os apocarotenais podem ser enzimaticamente convertidos a retinal
ou oxidados formando o &cido B-apocarotendico, 0S quais séo posteriormente

convertidos a acido retindico (McLaren & Frigg, 1997).

A conversdo de carotendides em retinol depende da presenca do anel B-
ionona nao substituido, com cadeia lateral poliénica de no minimo 11 carbonos. 0
B-caroteno (composto de dois anéis p-ionona) € o carotendide com maior atividade
de vitamina A e o mais amplamente distribuido na natureza. Outros carotenodides
com menor atividade s&o os a- € - caroteno e a B- criptoxantina. O licopeno em
funcao de sua estrutura, & um carotendide sem atividade de vitamina A. Porém €
um antioxidante importante, com maior capacidade de sequestro de oxigénio
singlete (DiMascio, 1998).

Todo o retinol formado, originario de fonte animal ou vegetal, sera
esterificado, através da enzima lecitina:retinol aciltransferase (LRAT) ou da
atividade enzimatica da acil:CoA retinol aciltransferase (ARAT), com acido graxo
de cadeia longa, principaimente na forma de palmitato, antes de ser incorporado
aos quilomicrons. Os carotendides que nao foram clivados também sao
incorporados Nos quilomicrons, que sdo transferidos por exocitose ao sistema
linfatico (Blonhoff, 1994).
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A carga dos quilomicrons € composta por triacilglicerdis, fosfolipideos e
vitaminas lipossoluveis (ésteres de retinila e carotendides). Na corrente sanguinea
eles sdo submetidos,a lipdlise (agao de lipases), e resultam na formacao dos
remanescentes, que sdo removidos do plasma para o figado (Havel et al., 1988).

No figado, os hepatécitos captam 0S quilomicrons remanescentes, através
de seus receptores especificos, sendo os ésteres de retinila hidrolisados pelas
hidrolases acidas e neutras. Apbés O processo no endossomo, o retinol €
transferido para o reticulo endoplasmatico, se liga a uma proteina que €
sintetizada no proprio local (proteina ligadora de retinol - RBP), passa para O
complexo de Golgi e € secretado da célula (Blonhoff, 1994).

A vitamina A é armazenada na forma de ésteres de retinila no figado, nas
células perisinusoidais estreladas. Cerca de 50 a 80% da vitamina A corporea esta
no figado. Os carotendides encontram-se principalmente no tecido adiposo (80 a
85%) seguido do figado (8 a 12%), musculos (2 a 3%) e em menor proporgao em
outros tecidos (Batres & Olson, 1987).

Apos liberagao pelas células, o complexo retinol-RBP plasmatico se liga com
a proteina transtiretina (TTR). A formagao deste complexo reduz a perda de retinol
na filtragdo glomerular (McLaren & Frigg, 1997).

Em adultos bem-nutridos, a concentragdo plasmatica de RBP é de 19 a
2,4umol/L (40 a 50ug/mL), e o valor encontrado nas criangas fica em torno de 60%
dos adultos. Desnutric@o protéico-energética, infecdes e parasitoses podem

diminuir a concentragdo da RBP.

Em relacéo a bioconversao dos carotendides no intestino, tem sido relatado
que ha um controle bidirecional, ndo de entrada, mas de converséo para vitamina
A ativa. O que € bem demostrado pela baixa taxa de conversao com alta ingestao;

pois ndo ocorre hipervitaminose A com a ingestao de carotendides. Estudos em
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animais demonstraram que a bioconverséo & maior quando ha uma deficiéncia em
vitamina A. Em humanos, quando o estado de vitamina A é adequado, 0 excesso
de carotendides causa carotenodermia, devido ao blogqueio da bioconversao, que
é controlada por um efeito de "feedback”. Isto sugere que OCorre um aumento na
bioconversdo em casos de deficiéncia em vitamina A (Solomons & Bulux, 1993).

3.1.5. Biodisponibilidade dos carotenéides

Conceito de biodisponibilidade

Usado inicialmente pela farmacologia, o termo biodisponibilidade foi proposto
para estabelecer a proporgao em que determinada droga intacta alcanca a
circulacdo e a razdo na qual isso ocorre. Tratando-se de nutrientes, a
biodisponibilidade absoluta pode ser definida como a proporgdo de um nutriente
ingerido que se torna disponivel para 0s processos metabodlicos do organismo
(Jackson, 1997). E importante distinguir a biodisponibilidade absoluta da relativa.
A absoluta se refere a quantidade de um nutriente ingerido que se torna disponivel
para 0 organismo, enquanto que a relativa, é a comparagéo da eficiéncia de um
determinado nutriente, contido numa fonte, em relagdo a outra fonte usada como

referéncia.

Estes conceitos podem ser aplicados para 0s carotendides pro-vitaminicos
A O estudo da biodisponibilidade dos carotendides é complexo, pois, durante O
processo absortivo, 0 préprio intestino, através da agdo da enzima 15,15'-
dioxigenase, é capaz de efetuar a conversdo destes compostos para vitamina A
(Van Vliet, 1996). Desta forma, biodisponibilidade absoluta & a massa de vitamina
A (mg de éster de retinila) encontrada na corrente sanglinea proveniente da
ingestdo de uma dose conhecida de carotendides pro-vitaminicos A. Tendo em
vista que as necessidades do organismo determinam a quantidade de pro-
vitamina a ser convertida, e que O figado regula o nivel de vitamina circulante,

segue-se que as quantidades de carotendide e vitamina circulantes podem ou nao
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refletir a quantidade de pré-vitamina biodisponivel. Portanto, nos estudos que tém

como objetivo medir a biodisponibilidade absoluta é necessario o uso de isotopos.

A vitamina A recém-absorvida, através dos quilomicrons € seus
remanescentes, é transportada para o figado na forma de ésteres de retinila, ja a
endégena encontra-se no figado, ligada a proteina retinol-ligante (RBP). A
concentracéo plasmatica de retinol ndo aumenta necessariamente em resposta a
ingestédo dos carotendides pro-vitaminicos A. Apenas quando O individuo
apresenta estogues organicos de vitamina A baixos, entra em agéo o controle
homeostatico para aumentar 0S niveis plasmaticos de retinol. Desta forma, a
dosagem do retinol plasmético € de pouco valor para se estimar a
biodisponibilidade dos carotendides pro-vitaminicos A. Entende-se que o melhor
indicador da biodisponibilidades dos carotendides, apls a ingestdo desses
compostos, é o célculo da area da concentragdo x tempo que 0S carotendides

aparecem nas lipoproteinas (quilomicrons d<0,9 mg/dl) {Blonhoff, 1994).

Um estudo realizado por Johnson & Russel (1992), onde foi medida a
concentragdo do B-caroteno no plasma e nas lipoproteinas, apds a ingestao de
120mg de B-caroteno, mostrou que ha variagéo na resposta plasmatica entre 0S
sujeitos, sendo que apenas 4 dos 11 individuos estudados apresentaram aumento
nos niveis plasmaticos de B-caroteno. Considerando isto, os pesquisadores vém
avaliando os estudos em biodisponibilidade, através da dosagem dos carotendides

nas lipoproteinas.
Fatores que interferem na biodisponibilidade

Segundo Castenmiller & West (1997), em estudos de biodisponibilidade de
carotendides devem ser considerados os seguintes fatores: 1- estrutura quimica
do composto, 2- ligagdo molecular, 3- quantidade na dieta, 4- matriz onde esta

localizado o composto, 5- atenuadores da absorgéo € bioconversdo, 6-estado
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nutricional do individuo, 7- fatores genéticos, 8- outros fatores relacionados ao
individuo e 9- interagdes com outros nutrientes.

1-Estrutura quimica

Na natureza a maioria dos carotendides é encontrada principalmente na
forma todo-trans. Acredita-se que a presenca de isémeros cis em plantas n&o
processadas seja, pelo menos em parte, proveniente da metodologia de extragao
(Quackenbush, 1987). Com o tratamento térmico pode ocorrer a isomerizagéo de
parte das formas todo-trans para cis, formando principalmente 0s isdmeros 9, 13
e as vezes 15-cis. Varios estudos indicam, entretanto, que as formas cis possuem
menor atividade vitaminica que a forma trans (Castenmiller & West, 1997).

No soro humano, a forma todo-trans do B-caroteno € a predominante (Stahl
et al.. 1993), existindo, porém, pequenas quantidades do 9-Cis B-caroteno. Estes
mesmo autores investigaram em 1995 o aparecimento de isémeros cis e todo-
trans nos quilomicrons e VLDL, apods a ingestéo de uma mistura de isomeros de -
caroteno (todo trans/cis=1 ,5). Foi concluido que ha um mecanismo de selegao dos
isbmeros, pois a concentracao do todo-trans B-caroteno nos quilomicrons foi
predominante. Foi observado também, por Gaziano et al. (1995), que a ingestao
de 100mg/dia, durante 6 dias, do todo-trans B-caroteno ou da mistura 50:50 de
todo-trans e cis-p-caroteno por humanos, leva a um maior aumento na

concentragao plasméatica do todo-trans B-caroteno, em relagao a forma cis.

Estudando a isomerizac&o do licopeno, O qual n&o é convertido em vitamina
A, Stahl & Sies (1992) observaram um aumento na razéo dos isdmeros cis para
trans licopeno, no plasma de humanos, com relagdo a dose de licopeno que foi
ingerida. Sugerindo desta forma a ocorréncia de uma rapida isomerizagao do

licopeno ap6s a absorgao.
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Tang et al. (19995), utilizando o furdo (Mustela putorius furo) como modelo
animal, observaram que ap6s a ingestao crénica de cantaxantina (78% trans €
22% cis), estes animais apresentavam um acumulo de isdbmeros cis e trans no
tecido adiposo, na mesma proporgdo ao que foi ingerido. Porém no figado, o
acumulo da forma cis foi maior (70% cis e 30% trans). Exatamente 0 que ocorreu
nadao se sabe, mas acredita-se que, Ou OS isbmeros cis sao estocados

preferencialmente no figado, ou o todo-trans é liberado para outros tecidos.

2-Ligagdo molecular

Alguns hidroxicarotenoides sao encontrados nos alimentos esterificados com
acidos graxos (ex. B-criptoxantina no maméo papaia). No soro humano somente a
forma livre deste carotenoide é detectada, sugerindo que a hidrolise dos ésteres

ocorre antes desses compostos chegarem a circulacao linfatica.

Knhachick et al. (1996) relataram que a maioria das xantofilas
(hidroxicarotendides) presentes na papaia e outras frutas estdo na forma
esterificada. Pouca quantidade foi detectada na forma livre.

Em 1995, Wingerath et al. realizaram um estudo para averiguar se O
consumo de um concentrado de tangerina, rico em ésteres de B-criptoxantina
(hidroxicarotenéide), aumentaria a concentrag@o deste composto nos quilomicrons
e no soro. Eles observaram que ocorria um aumento na concentracéo da f-
criptoxantina na sua forma livre, sugerindo que antes desta ser liberada para a

circulacéo linfatica, ocorre @ hidrolise dos ésteres.

3-Quantidade na dieta

Dependendo da quantidade de B-caroteno na dieta, ocorrem variagoes nos

niveis plasmaticos deste composto. Isto pode ser observado tanto nos estudos em
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que se administra dose Unica, como nos que s&o feitas suplementacdes a longo

prazo.

Prince & Frizoli (1993) observaram aumento (trés vezes maior) na
concentracdo de B-caroteno no SoOro quando este foi ingerido em trés refeigoes
distintas, em comparagao & ingestao de uma dose Unica. Considerando que pode
ocorrer a bioconversao, também é necessdrio medir a quantidade de retinol

plasmatico, o que nao foi feito no referido trabalho.

4-Matriz onde esté localizado

Acredita-se que a biodisponibilidade do B-caroteno dissolvido em oleo, &
muito maior do que o contido nos alimentos. Por exemplo, nos vegetais verdes
folhosos, os carotendides nao estdo completamente biodisponiveis por estarem

complexados com proteinas cloroplasticas e outras estruturas celulares.

Bulux et al. (1994) relataram um acréscimo na concentragéo da pro-
vitamina no sangue de criancas normais em vitamina A quando sua alimentagao
foi suplementada com B-caroteno sintético, mas na@oc quando foi fornecida a
cenoura como fonte de B-caroteno. Neste estudo, ndo se deu suficiente
importancia ao fato de os individuos apresentarem niveis de retinol sérico

normais.

Em 1995, foi realizado um estudo por De Pee et al., onde observou-se que
62 maes da Indonésia, lactantes, nao deficientes, suplementadas com B-caroteno
sintético apresentaram aumentos consideraveis € significativos dos niveis de
retinol sérico, retinol no leite e B-caroteno serico, em contraposi¢éo a um grupo de
56 maes suplementadas apenas com verduras folhosas. Neste estudo, como no

citado acima, 0s individuos apresentavam niveis de retinol sérico normais.
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No estudo realizado por Rock et al. (1998) sobre a biodisponibilidade do B-
caroteno em mulheres que ingeriram cenoura € espinafre, crus € processados, foi
observado que as mulheres recebendo os alimentos termicamente tratados
apresentaram um aumento de trés vezes na concentracdo plasmatica de B-
caroteno, em relagéo as que receberam os alimentos na sua forma crua. Segundo
os autores, o tratamento a quente, nao influenciou o contetdo do f-caroteno no

alimento.

Em outro estudo realizado por Takyi (1999), em que pré-escolares,
consumiram, durante trés meses, sete dias por semana, vegetais verdes folhosos
com determinada quantidade de gordura, foi observada uma melhora na
concentracdo de retinol no soro. A porcentagem de criangas COm niveis
adequados de retinol aumentou de 28,2 para 48,2% apés o consumo dos
vegetais. Estes dados sdo de extrema importancia para a discuss@o sobre a

eficiéncia dos vegetais verdes folhosos como fonte de provitamina A.

Castenmiller & West (1997) realizaram um estudo, de 3 semanas, com 72
individuos, para averiguar o efeito do processamento na biodisponibilidade dos
carotendides do espinafre. Eles concluiram que a destruicdo enzimatica da

estrutura celular aumentava a biodisponibilidade do B-caroteno.

Com relagdo a outro carotendide, o licopeno, que é encontrado
principalmente no tomate na forma cristalina, Gartner et al. (1997) realizaram um
estudo sobre o efeito do tratamento, na biodisponibilidade deste carotendide e,
observaram que, individuos que consumiram pasta de tomate, apresentaram
maior concentracdo de licopeno, eém relagdo aos que ingeriram O tomate fresco.
Confirmando portanto que, © processamento pode melhorar a biodisponibilidade

dos carotendides.
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5-Atenuadores da absorgdo e bioconverséo

Varios nutrientes, quando consumidos juntos com 0S carotendides, podem
afetar sua absorgdo e a bioconversao. A presenca de proteinas e da bile no
intestino ajuda na estabilizagdo das emulsdes lipidicas e leva a formacao de

micelas, as quais servem como veiculo no transporte dos carotendides.

Tang et al. (1995) observaram que O pH do estdmago, também interfere na
biodisponibilidade dos carotendides. Eles relataram que ap6s a ingestédo de
120mg de p-caroteno (dose-Gnica), os niveis plasmaticos deste carotendide
duplicaram nos individuos com pH normal em relagdo aos que apresentavam pH
6,4.

Roels et al. (1958) estudaram um grupo de garotos de uma vila africana,
onde as pessoas em geral apresentavam um aito indice de hipovitaminose A. Os
autores mostraram que sO a ingestdo de alimentos ricos em carotendides nado
solucionava o problema de hipovitaminose. Neste estudo, um grupo de garotos
recebeu cenoura, um segundo cenoura com 6leo de oliva e um terceiro p-caroteno
no 6leo. Para as dietas com cenoura, cenoura com 6leo de oliva e B-caroteno no
dleo, as eficiéncias da absorcdo de B-caroteno foram de 5 25 e 45%,
respectivamente. Os autores constataram que a baixa ingestao de gorduras na
regido foi a principal causa da hipovitaminose A e, que para combater este
problema, além de suplementar com alimentos ricos em carotendides, seria

necessario aumentar a quantidade de gordura da dieta.

A quantidade e o tipo de gordura da dieta é muito importante na absorgéo e
bioconversao do B-caroteno. Borel et al. (1998) realizaram um estudo com ©
objetivo de averiguar 0O efeito da ingestéo do B-caroteno, com triacilglicerois de
cadeia média (TCM) e longa (TCL), sobre a biodisponibilidade e a atividade
provitaminica A do B-caroteno em humanos. Foi observado que a resposta do -

caroteno nos quilomicrons € menor quando a ingestéo é feita junto com TCM.
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Com relacdo a atividade provitaminica A, o TCM nao afetou os niveis de
conversdao do B-caroteno para vitamina A no intestino. Entretanto, a dose de

120mg ingerida € muito maior do que a encontrada nos alimentos.

As fibras também interferem na absorgdo de carotendides. Erdman et al.
(1988) mostraram que dietas com alto teor de fibras, especialmente a pectina,
podem reduzir a utilizagdo dos carotendides. Em outro estudo, realizado por Rock
& Swendseid (1992), observou-s€ uma reducdo do conteudo plasmatico de B-
caroteno, quando a dieta ingerida continha um alto teor de pectina. Acredita-se
que as fibras dietéticas interagem com os acidos biliares, aumentando a excregao
destes nas fezes e, com isto, diminuindo a absorgdo dos lipideos € nutrientes

lipossollveis, como 0S carotenoides.

6-Estado nutricional do individuo

O organismo humano tenta manter um equilibrio homeostatico, absorvendo
mais quando suas reservas estdo depletadas, € menos, quando ha uma condigé&o
adequada. Como a ingestéo elevada do B-caroteno nao causa toxicidade, como
ocorre com a vitamina A, acredita-se que ndo s os niveis de p-caroteno ingerido,

mas também o circulante, inibem a bioconversao deste para vitamina A

Van Vliet et al. (1996) estudaram a atividade da dioxigenase, enzima
responsavel pela conversao do p-caroteno em vitamina A, em ratos que
consumiram dietas com diferentes quantidades de vitamina A e B-caroteno. Eles
concluiram que a conversao & maior nos animais que receberam dietas pobres em
vitamina A, e que isto ocorreu devido ao aumento da atividade da enzima. Villard
& Bates (1986) mediram a atividade de dioxigenase em ratos alimentados com
dietas com diferentes teores de vitamina A (81-1551 RE/kg) por dez semanas.
Também neste estudo, a atividade da enzima foi maior para oS animais que
receberam dietas pobres em vitamina A, sugerindo a existéncia de um mecanismo

de ajuste metabdlico para conservar ou suprir as necessidades de vitamina A.
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Outro nutriente que pode afetar a utilizagdo da vitamina A é a vitamina E.
Arnrich & Arthur (1980) relataram que animais com deficiéncia em vitamina E
apresentaram uma baixa utilizacdo de vitamina A alimentar. Quando os niveis de

vitamina E voltaram ao normal, ocorreu uma melhora na utilizagéo da vitamina A
da dieta.

7-Fatores genéticos

Sabe-se que algumas doencas genéticas podem interferir na absorgao dos
carotenoides, principalmente aquelas que envolvem a absorgéo de gorduras, pelo

fato de que estas servem COmo veiculo para a absorg&@o dos carotendides.

8-Fatores relacionados ao individuo

Fatores como a idade, peso corpéreo, fumo, consumo de alcool, estados
patologicos, € outros, interferem na absorgdo dos carotenéides. Com relagéo a
idade, Furr & Clark (1997), relatam que a quantidade de gordura na dieta € muito
mais importante para a absorgdo dos carotenoides em jovens do que nos idosos,
porém ha evidéncia da necessidade de mais estudos sobre este tema. Acredita-se
que, devido ao envelhecimento, ocorrem algumas mudancgas na permeabilidade e
nas propriedades da camada estacionaria do intestino. Estas mudancas podem

alterar a absorgdo dos nutrientes lipossoluveis.

Existem individuos que sao resistentes a ingestéo dos carotendides, ou seja,
ndo apresentam aumento na concentragéo plasmatica apos a ingestdo. Nao esta
claro se isto ocorre devido a ma absorcdo dos carotendides, ou a eficiente
conversao para vitamina A. No trabalho realizado por Johnson & Russel (1992),
apenas 4 dos 11 individuos estudados apresentaram aumento nos niveis

plasmaticos de B-caroteno, apés a ingestéo deste composto.
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9-Interagbes com outros nutrientes

Aparentemente, interagdes entre 0s diferentes carotendides também
ocorrem durante o processo absortivo e tém sido bastante questionadas
ultimamente. Estudos sobre a absorgé@o de carotendides em humanos e furdes
tdm mostrado gue ocorre uma competicdo entre o B-caroteno € 0S outros
carotendides. Moore et al. (1997) realizaram um estudo sobre a absorgdo de
carotendides utilizando vesiculas de membrana da bordadura em escova (VMBE).
Observaram que ocorre uma competigdo entre o B-caroteno e O licopeno.
Também foi observada competicao entre o B-caroteno € a cantaxantina. Os
autores acreditam que a competigao entre o B-caroteno e a luteina ocorre apos a
passagem pela VMBE.

Um trabalho realizado por Khachik et al. (1996) sobre a biodisponibilidade e
metabolismo da luteina, licopeno € B-caroteno em homens € mulheres saudaveis,
recebendo dietas com alimentos ricos nestes carotendides (couve, batata doce e
suco de tomate), mostrou que, apos trés semanas, ocorre aumento de 2,3 vezes
na concentracéo do p-caroteno plasmatico (17 para 39ug/dl). Para o licopeno, o
aumento foi de apenas 1,4 vezes. Estes dados sugerem que o licopeno do suco
de tomate estava menos biodisponivel que o B-caroteno da batata e da couve. A
biodisponibilidade da luteina da couve apresentou amplas variagdes individuais,
porém foram registrados aumentos de até 200% na concentracéo plasmatica
deste carotendide.

Gartner et al. (1996) investigaram a competigdo entre xantofilas (luteina,
zeaxantina) e o p-caroteno na absorg&o intestinal. Apos a ingestéo do Betateno
(extrato da alga Dunaliella salina) que contém 0,5% de luteina, 0,8% de
zeaxantina, 3,6%, a-caroteno, 70.3% de todo-trans-B-caroteno, 22.7% de cis-
isémeros de B-caroteno e 2,1% de outros carotendides, estes compostos foram
dosados nos quilomicrons. Quando foi comparado o conteudo de carotendides

presentes no Betateno com © aparecimento dos carotendides nos quilomicrons
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em 6, 9, 12 horas apds a ingestéo de Betateno, observou-se que existe uma
preferéncia pela absorgéo de xantofilas (luteina e zeaxantina) em relagdo ao -

caroteno.

Na tentativa de elucidar a interferéncia de outros carotendides na
biodisponibilidade do [B-caroteno em humanos, Van Denberg et al. (1996)
mediram a concentragdo plasmética de p-caroteno e ésteres de retinila apos a
ingestao oral de B-caroteno, B-caroteno com luteina (concentrado de xantofila a
10%) e B-caroteno com licopeno (concentrado de tomate a 5%). A analise dos
resultados mostrou que ocorre uma interagao entre a luteina e o B-caroteno,

porém néo foi observado efeito significativo entre o p-caroteno e licopeno.

Paetau et al. (1997) estudando a interagdo do B-caroteno e cantaxantina
nas lipoproteinas ricas em triacilglicerdis de mulheres que ingeriram estes
carotendides separadamente ou juntos, observaram que existem mecanismos
distintos de incorporagdo dos carotendides nas lipoproteinas, e que ocorreram

interacbes entre o f-caroteno e cantaxantina durante a absorgao.

Em estudo sobre as interagbes dos diferentes carotendides, O'Neill &
Thurnham (1998) estudaram a concentragdo da luteina e licopeno, em
comparagdo com o B-caroteno, nas lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (LRT),
apos a ingestéo oral destes carotendides por 12 individuos sadios. Concluiram
que existe uma grande variagao inter-individual, e que a absorcéo do B-caroteno €
um processo “saturado’, pois de 40mg ingeridos, apenas uma pequena
quantidade foi encontrada nas LRT.
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3.1.6. Metabolismo das lipoproteinas

As lipoproteinas (LP) plasméticas s&o complexos macromoleculares,
compostos por lipideos e proteinas. Elas transportam € distribuem os lipideos
provenientes da dieta € 0S endégenos por todo o organismo e séo constituidas por
componentes apolares (triacilglicer6is e esteres de colesterol) e polares
(fosfolipidios, colesterol livre e proteinas). Os polares lhes conferem estabilidade
em meio aquoso e, apesar da estrutura ser a mesma para todas as lipoproteinas,
ocorre uma variagéo em sua cOmposigao e consequentemente em tamanho,

densidade e carga elétrica (Lee et al., 1970).

Considerando estas diferencas, as lipoproteinas poderao ser classificadas
com base em critérios eletroforéticos e de ultracentrifugacéo. De acordo com suas

densidades (Brewer et al.,1988), podemos classifica-las em:

W
I

Quilomicrons (particulas com densidades menor que 0,95g/mL e de tamanho

entre 75-12000 A);

b- Lipoproteinas de densidade muito baixa (“Very Low Density Lipoprotein-VLDL,
particulas com densidade menor que 1,006g/mL, com tamanho entre 300-800
A);

c- Lipoproteinas de densidade intermediaria (“Intermediate Density Lipoprotein-
IDL, particulas com densidade entre 1,006 — 1,019g/mL, com tamanho entre
250-350 A);

d- Lipoproteinas de densidade baixa (‘Low Density Lipoprotein-LDL, particulas
com densidade entre 1,019 — 1,063g/mL, com tamanho entre 180-250 A);

e- Lipoproteinas de alta densidade (“High Density Lipoprotein-HDL, particulas

com subfracdes HDL2, com densidade entre 1,063—1,125g/mL, e com tamanho

entre 90-120 A, e HDL3 com densidade entre 1,125-1,210g/mL € tamanho

entre 50-90 A).
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Uma diferenca marcante entre todas estas particulas € a porcentagem
decrescente de lipideos na sua composigao.

Os lipideos de origem alimentar (acidos graxos livres, monoglicerideos e
colesterol), quando no intestino, sdo incorporados Nos quilomicrons (Q) na forma
de triacilglicerdis (TG-85%), colesterol livre (CL) e fosfolipidios (PL) (Glickman &
Bisgaier, 1983). Os quilomicrons s&o sintetizados no reticulo endoplasmatico das
células intestinais, passam para o complexo de Golgi e em seguida s&o liberados
por pinocitose reversa para a linfa. A glicoproteina apoB-48 que tem alto peso

molecular, € o componente estrutural dos quilomicrons.

Nos quilomicrons também esta presente a apo C-ll que é um co-fator para a
acéo da llipoproteina-lipase (LLP) (Fielding & Fielding, 1976). Esta enzima,
localizada na superficie endotelial dos capilares, é responsavel pela hidrélise dos
TG contidos no nucleo hidrofobico dos quilomicrons. Apds a hidrélise, ©0s
monoglicerideos € 0S acidos graxos livres (AGL) sdo liberados e estes ultimos

transportados pela albumina para os tecidos muscular, hepéatico e adiposo.

Ap6s a hidrélise dos triacilglicerdis, a particula resultante é denominada de
remanescentes de quilomicrons. Estes remanescentes, além de possuirem uma
maior quantidade de ésteres de colesterol com relagéo a particula anterior,

apresentam na sua composi¢éo aapo E transferida da HDL.

Através de receptores especificos, o figado reconhece a apo E, e capta os
remanescentes por endocitose (Havel et al, 1988). A ligagéo entre a particula
remanescente e o sitio de remog&o no hepatocito depende da interag&o entre a apo
E e o receptor de particulas remanescente ou LRP (receptor related protein)
localizado na membrana celular. Esse receptor tem alta afinidade por aminoacidos

basicos presentes na apo E.
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No figado, a enzima lipoproteina-lipase (LLH), localizada na superficie das
células sinusoides, hidrolisa parte dos triacilgliceréis liberados pela lipoproteina
lipase periférica a qual atua unicamente na hidrolise dos triacilglicerdis. A LLH

hidrolisa os fosfolipidios.

O pico da concentragéo plasméatica de quilomicrons ocorre entre 3 e 6
horas ap6s a ingestdo de uma alimentacéo rica em lipideos, sendo rapida a sua
remogdo plasmatica. Os quilomicrons apresentam uma meia-vida de alguns
minutos, e com isto, individuos normais em jejum de 12 horas, ndo apresentam

quilomicrons sericos.

Os remanescentes sdo captados pelo figado seguidamente, estes sao
metabolizados, ocorrendo a liberagéo de acidos graxos, glicerol, aminoacidos €
colesterol. O colesterol livre podera ser reesterificado para ser armazenado,
metabolizado em &cidos biliares ou utilizado na regulagéo da sintese do colesterol

no hepatdcito.

No figado sao formadas as VLDL, que sdo compostas pelas apo B100, Cl,
Cll. Clll e E. Na circulagéo, as VLDL sdo hidrolisadas pela lipase lipoprotéica
formando as IDL, que n&o sao detectadas no plasma de individuos normais, por
serem removidas rapidamente pelo figado (Havel et al., 1988).

As LDL s@o as principais lipoproteinas transportadoras de colesterol,
vitamina E e carotendides para Os tecidos extra-hepaticos. Nestes tecidos é
importante a presenga de receptores especificos que reconhegam a apo B100
presente na LDL. Quando ocorrem modificagoes quimicas acidentais nas apo B, os
receptores especificos da LDL ndo poderdo reconhece-las, induzindo esteatose
hepatica (Amaya-Farfan, 1999).
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As HDL sao sintetizadas no figado e compostas por proteinas,

fosfolipideos, colesterol e tragos de triglicerideos. As apoAl, Cl e Cll estéo presente

nas HDL. A Al também esta presente nos quilomicrons, nas VLDL e nos

remanescentes de quilomicrons, mas ndo é encontrada nas LDL. Ela serve como

co-fator para a enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCT), que é responsavel

pela esterificagéo do colesterol no plasma (Eisenberg, 1984).
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4. Capitulo 2

Caracterizagcdo Quimica da Rucula (Eruca sativa) e o Efeito do
Tratamento Térmico na Atividade da Lipoxigenase

Tassi, EMM & Amaya-Farfan, J
Resumo

A rucula (Eruca sativa) é uma verdura bastante consumida no Brasil,
principalmente nas regides sul e sudeste. Apesar de seu alto consumo,
poucas s&o as informagbes existentes sobre a sua composicdo em
nutrientes e propriedades relacionadas & saude. Decorrente disto foi de
interesse neste trabalho estudar a composicdo centesimal da rucula,
quantificando alguns de seus nutrientes especificos. Determinou-se o teor
de cinzas, proteina, lipideos totais, carboidratos, fibras, composi¢ao de
acidos graxos, além do conteudo de o-tocoferol e carotendides. A
atividade da enzima lipoxigenase no vegetal cru e cozido (5, 10 e 15 min a
97°C) também foi medida devido ao fato desta enzima estar envolvida na
degradagao de alguns nutrientes de natureza lipidica. A rucula apresentou
a seguinte composicéo centesimal em base umida: 1,8g de cinzas, 2,5g de
proteina, 0,3g de lipideos totais, 4,1g de carboidratos, 1,3g de fibra, 6,2mg
de a-tocoferol, 5,3mg de luteina e 3,2mg de B-caroteno. A composigdo em
acidos graxos na rdcula mostra que o acido linolénico é predominante
neste vegetal (48%). Observou-se que o tratamento utilizado para inativar
a enzima lipoxigenase nao foi suficiente.

Palavras—chave: composicdo, Eruca sativa, vegetais folhosos, Vitamina E,

B-caroteno, lipoxigenase
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Chemical characterization of the leafy vegetable rocket (Eruca sativa)

and the effect of thermal treatment on the lipoxygenase activity
Abstract

The rocket (Eruca sativa) is a green-leafy vegetable widely consumed
mainly in South and Southeast Brazil. In spite of that, little chemical
composition and nutritional information is available in the literature. One of
the objectives of the present work was to study the macronutrient
composition and some of it’s lipid micro-nutrients. The leaf content of total
proteins, lipids, carbohydrates, fibers, ash, fatty acids, and the levels of a-
tocopherol and carotenoids. Due to its importance in lipid nutrient
degradation, the lipoxygenase activity was also measured in the raw and
cooked (5, 10 e 15 min, at 97°C) rocket leaves. The per-cent (wet weight)
composition found was: 2.5g of protein, 0.3g of lipids, 4.1g of
carbohydrates, 1.3g de fiber, 1.8g of ash, 6.2mg of a-tocopherol, 5.3mg of
lutein and 3.2mg of B-carotene. The rocket was found to be rich in linolenic
acid (48%). It was also observed that the thermal treatment used on the
vegetable was not sufficient to inactivate the lipoxygenase enzyme.

Key-words: composition, Eruca sativa, green leaves vegetables,
lipoxigenase
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Introdugéo

Virios estudos epidemiolégicos relatam que O consumo de frutas e
vegetais estd associado com a diminuicéo do risco de alguns tipos graves de
cancer, o qual é considerado por Miller et al. (1994) como um dos maiores
problemas de salde publica. Acredita-se que o poder de proteg&@o contra o cancer

se deva a acgdo antioxidante de alguns nutrientes presentes nos alimentos.

Entre os compostos que podem atuar na protecdo contra o cancer estao,
entre outros, os carotendides. Estes sao pigmentos naturais responsaveis pela
cor amarela, laranja e vermelha de frutas, raizes, flores, peixes, passaros e
invertebrados. Os carotendides s&o hidrocarbonetos, algumas vezes contendo
oxigénio, geralmente com 40 carbonos, de estrutura poliénica com duplas
ligagbes alternadas responsaveis pela capacidade de absorverem luz na regiao
visivel. Esta estrutura também proporciona ao0s carotendides propriedades
antioxidantes de inativagéo de radicais livres e sequestro da forma mais reativa do
oxigénio que é o oxigénio singlete (DiMascio, 1998).

As verduras folhosas sdo consideradas boas fontes de carotendides. Nelas
encontramos a luteina, que além de outras funcdes age contra a degeneracéo do
tecido macular (Seddon et al., 1994) e o B-caroteno, que € o principal carotendide
com fungéo pro-vitaminica A. A quantidade destes compostos presentes na folha,
de potencial beneficio & saude, entretanto, pode ser diminuida com a presenca €

acao da enzima lipoxigenase, que esta envolvida na degradagao dos mesmos.

No Brasil, a ricula (Eruca sativa) € um vegetal bastante consumido
especialmente nas regides Sul e Sudeste. Ela é uma hortalica herbacea da familia
Cruciferae, de periodicidade anual, porte baixo, originaria do sul da Europa e da
parte ocidental da Asia. A rucula é consumida principalmente na forma crua, como
salada e ultimamente vem crescendo O seu Uso em alguns pratos especificos

(como por exemplo, pizzas € molhos para macarréo). Suas folhas sao tenras e
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possuem um sabor pungente suave bem caracteristico, facilmente destruido pelo
calor.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a composigao da rucula
(Eruca sativa), como representante dos vegetais folhosos, particularmente quanto
aos niveis de proteina, fibras, carotendides, tocoferdis e acidos graxos. Estudou-
se também a atividade da enzima lipoxigenase na folha crua e cozida, visto que a
mesma pode agir no processo de degradacéo de alguns nutrientes, inclusive dos
carotendides.

Material e Métodos

Amostragem

A rdcula foi adquirida em dois fornecedores locais (Campinas, SP), sendo
que o tempo de pés-colheita foi de 24horas. Foram utilizados 10 magos (limpos e
secos), dos quais retirou-se 4cm do cabo. As analises foram feitas em triplicatas e

os valores foram tratados como amostras individuais para obtengéo da média.

Composigao

Fibras: foram determinadas por método enzimético, baseado na técnica de
ASP (1983) e modificada, segundo as recomendacdes da AOAC (Lee et al,
1992).

Proteinas: foram determinadas pelos métodos semi-microkjeldahl e biureto
(AOAC, 1990).

Lipideos totais: foi usado o método Bligh & Dyer (1959).

Carboidrato: o teor foi calculado por diferenca.

Cinzas: foi usada a técnica por incineragéo a 550°C (AOAC, 1980).

Umidade: foi usada a técnica de pesagem apos secagem em estufa a
105°C (AOAC, 1980).
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Tocoferdis: As folhas selecionadas da forma anteriormente descrita e
depois pesadas na forma fresca e, em seguida liofilizadas, forcadas a passagem
em peneiras (60 mesh) e homogeneizadas. A extracao da fracdo lipidica (Bligh &
Dyer, 1959) foi feita colocando 3g da amostra liofilizada em tubos de 80mL, com
20mL de cloroférmio e mais 8mL de agua destilada. Em seguida, a mistura foi
homogenezada em homogenezador rotativo por 30 min. Adicionou-se mais 10mL
de cloroféormio e 10mL de solugdo de sulfato de sbédio 1,5% e agitou-se
vigorosamente por 2 min. Centrifugou-se para separar as camadas. A camada
organica com o cloroférmio foi separada, filtrada e evaporada sob o fluxo de N2. O
residuo foi suspenso em 100uL de metanol (grau cromatografico) e filtrado para
ser injetado em cromatégrafo (Varian 9012), com coluna C-18 (LiChospher
100RP-18, Merck, 5uM,125X4mm), utilizando metanol 100% (modo isocrético)
como fase movel e fluxo de 1mL/min. A fase movel foi previamente desgaseificada
por ultra-sonificagédo. O sistema foi monitorado com detector de fluorescéncia
(Varian 9075) com excitag&o a 290nm e emissao a 330nm. O software utilizado foi
Star Chomatography Workstation. A curva de calibrago foi construida utilizando
como padrao externo o a-tocoferol (T-3001, Sigma, St. Louis, EUA). A técnica é a
baseada no método de Sharma & Kumar (1990).

Carotendides: Utilizou-se tanto cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) como cromatografia de coluna aberta (CCA), sendo o segundo feito de
acordo com Rodriguez-Amaya et al. (1976). A amostra (5g) foi homogeneizada
exaustivamente em liquidificador com acetona (5°C) e celite, seguido de filtragéo
(papel Whatman N°3). O meio filtrante foi resuspendido em éter de petroleo (Synth
p.a) e feita particio com agua para remogdo da acetona. Em seguida,
concentrou-se o0 extrato em evaporador rotativo (T<35°C). A separagao foi
realizada em coluna aberta de MgO:Hyflosupercel (Merk, Darmstadt, 1:1, mistura
previamente ativada a 110°C por 2 horas). A polaridade da fase mével foi ajustada
gradativamente de acordo com a polaridade do carotendide em eluig&o (Figura 1).
Apbs a lavagem com agua para retirada da acetona, reduziu-se o volume em

evaporador rotativo (T<35°C). A leitura foi feita em espectrofotometro, na faixa de
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350-550 nm (Fluxograma 1). A concentracdo dos carotendides foi calculada
usando-se a lei de Beer: A=a.b.c, onde A=absorbancia, a=valor da absortividade
em éter de petréleo (Davies, 1976), b= largura da cubeta e ¢ = concentragao do
composto.

Acstona (5°C)+amostra (59) |
1
[ Homogeneizagéo em liquidificador |
Y
[ Filtragem (até o adsorvente ficar incolor) |
v

1 Transferéncia do pigmento para éter de
petroleo
d
r Lavagem com agua até a retirada total da J
acetona

5

Concentragéo do liquido remanescente em
evaporador rotativo (T<35°C)
{

Eepara;éo dos carotendides por coluna aberta
(

FM com concentragdes crescentes de 1-1 5%
de acetona em éter de petréleo)

4
[ Leitura em espectrofotometro (350-550nm) |

Fluxograma 1-Esquema de extragao, separacao e quantificagéo dos carotendides

por coluna aberta.
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neoxantina 60-70% AC em EP

luteina 15-18% AC em EP

violaxantina 25-40% AC em EP

B-caroteno 5% EE em EP

Figura 1-Separagéo dos carotenéides por coluna aberta (AC-acetona, EP-

éter de petroleo e EE-éter etilico)
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Para confirmar os resultados da analise dos carotendides, utilizou-se
também CLAE. A cromatografia foi realizada utilizando o cromatografo liquido
Waters (modelo 2690) com um injetor automatico controlado pelo Millenium
workstation (versao 2010), e uma coluna de fase reversa polimérica Cig
(Spherisorb S3 ODS2, 3um, 4,6 x 150mm). Utilizou-se como fase moével uma
mistura de acetonitrila:metanol.acetato de etila, com fluxo de 0,5mL/min e eluicao
por gradiente de 95:5:0 para 60:20:20 durante 20 min, sendo este mantido até o
final da corrida. O reequilibrio das condigdes iniciais foi feito em 15 min. Foi
utilizado um detector de arranjo de fotodiodos (Waters model 996).

Acidos graxos: A esterificagéo da amostra foi realizada segundo 0 método
de Hartman e Lago (1973). A composicdo dos acidos graxos foi determinada
utilizando-se o cromatdgrafo gasoso Varian (modelo 3600) com coluna capilar DB-
WAX (fase liquida Polietilenoglicol), 0,25um, 30m x 0,252mm, com programagao
de temperatura (170°C-1 mim e 210°C-15mim), e injetor (split 1:30) com
temperatura isotérmica de 250°C. O gas de arraste usado foi 0 H,, com fluxo de
1,2mU/min. O detector utilizado foi o de ionizagdo em chama (FID), com
temperatura isotérmica (T=250°C). Para a integragcédo da amostra utilizou-se o
programa de integragao Star Cromatography Workstation (versao 2010). A
identificacdo e quantificacdo foram realizadas utilizando padroes externos dos

acidos graxos (Sigma, St. Louis, EUA).

Atividade lipoxigenase: A atividade da lipoxigenase (E.C.1.13.11.1 2) foi
determinada na folha crua e cozida (por 5 10 e 15 min a 97°C), segundo 0 método

de Holman (1955), que utiliza 0 4cido linoléico como substrato (Fluxograma 2).
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h 8g de folha + 100mL e éguﬂ

Homogeinizar por 4min no liquidificador

i)
| Filtrar em 14 de vidro |
¢
[ Filtrar em filtro de papel |
¢
[ Centrifugar por 15min a (1800g) B
¥
A 1mL do sobrenadante adiciona-se 5mL de
agua
(o pH nesta etapa deve ser igual a2 6,5)
4
| Recolhe-se 1mL |
J
[Adiciona-se 2mL de substrato (&c.linoléico) |
¥

[ Leitura em espectrofotometro a 234nm por 4min |

Fluxograma 2-Extracao e quantificagao da lipoxigenase presente na racula.
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Resultados e Discussao

Composi¢ao Centesimal:

Na Tabela 1 encontram-se os valores obtidos para proteina, lipideos,
carboidratos, cinzas, fibras e umidade. Os valores médios encontrados n&o
apresentaram diferengas marcantes quando comparados com os de outras folhas
de composicao ja relatada. Apenas os teores de fibra alimentar total da rucula séo
um pouco superiores aos valores ja relatados para outras folhas, que sdo em
média de 0,7g/100g de vegetal fresco (IBGE, 1977).

Tabela 1- Composigéo centesimal média da rucula

Composto Composigao (%)*
Proteina 2,5+0,08
Lipideos 0,3+0,04
Carboidratos 4 140,09
Fibra** 1,340,065
Cinzas 1,840,10
Umidade 92,0+0,20

"Valores representam médias de trés determinagdes + desvio-padrao (Base
umida)
**Fibra Alimentar Total
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a-Tocoferol:

Devido a sua alta especificidade analitica, a CLAE é bem aceita na
quantificacdo de tocoferdis em alimentos. A utilizagéo do metanol 100% como fase
movel j@ € comum em alguns trabalhos (Tan & Brzuskiewicz, 1989; Sharma &
Kumar, 1990). Em alimentos onde, além do o-tocoferol s&0 encontrados outros
isbmeros, recomenda-se usar a mistura acetonitrila:metanol (60:40 v/v) (Tan &
Brzuskiewicz, 1989). Como nos vegetais o principal composto encontrado da

familia dos tocoferdis é o a-tocoferol, utilizou-se a fase movel de metanol a 100%.

Com relagdo ao a-tocoferol, Konings et al. (1996), utilizando sistema de
CLAE, relataram teor de 6,3mg/100g de vegetal no brécolis. Na rucula o valor
médio de a-tocoferol encontrado foi de 6,2mg/100g de folha (Tabela 2), nio
diferindo, portanto, dos valores encontrados no brécolis.

Tabela 2- Conteludo de o-tocoferol e dos carotendides da rdcula, estes dltimos
obtidos por CLAE e CCA

Composto mg/100g de folha umida*
a-tocoferol 6,2+0,8
Carotenodides
B-caroteno 3,540,9
Luteina 5,3+1,1
Neoxantina 0,9+0,2
Violaxantina 1,840,3

*Média = DP de triplicatas

Na Figura 2 pode ser observado o cromatograma do a-tocoferol presente

na rucula. O tempo de retengdo do a-tocoferol presente na ricula foi de 4 minutos.
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Figura 2- Cromatograma tipico do extrato lipidico da rucula. Os picos 1 e 2 nao
foram identificados. O pico 3 é o a-tocoferol. As condigaes
cromatogréficas estdo descritas no texto.

Carotendides:

Os teores de carotendides encontrados no presente trabalho foram
quantificados tanto por CCA, como por CLAE (Figura 3). Apos a separag&o dos
compostos por CLAE, foram feitos os espectros dos picos para a confirmagao
(Figuras 4 e 5). Hoje a metodologia por CLAE é mais comumente utilizada na
andlise de carotendides, embora exista a dificuldade destes compostos
absorverem luz em diferentes comprimentos de onda e, apresentarem diferentes
coeficientes de absorcdo. Apesar da rapidez de analise por CLAE, esta técnica
depende ainda da cromatografia por coluna aberta para o isolamento constante
padrées de fontes naturais, devido ao fato de que eles se degradam facilmente e

os sintéticos s&o caros.
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O método por coluna aberta para andlise dos carotendides descrito em
1976 (Rodriguez-Amaya et al., 1976) foi tido como o melhor procedimento da
época, e ainda hoje, é usado em varios laboratérios do Brasil e bem conceituado
em termos de reproducibilidade para os carotendides pré-vitaminicos A em
diferentes alimentos. Seus resultados analiticos sdo tdo confiaveis quanto os
obtidos por CLAE. Além disso, e devido a falta de padrées comerciais, &
conveniente para todo laboratério analitico de carotendides manter em
funcionamento um sistema de coluna aberta.

Os teores de B-caroteno, luteina, neoxantina e violaxantina (Tabela 2)
obtidos tanto por CLAE ou CCA, foram quase idénticos, sendo, portanto utilizados
conjuntamente para a obtencso das médias. Segundo a classificagido de Begum e
Pereira (citado por Rodriguez-Amaya, 1997), que dividiram os vegetais folhosos
da india em trés grupos, a rucula é um vegetal com nivel médio de B-caroteno, 3,2
mg/100g. Considerando que o B-caroteno é o carotendide com maior atividade
pro-vitaminica A, e que o custo da ricula no Brasil ndo é alto, no longo prazo, o
consumo deste vegetal poderia ser encorajado como mais uma alternativa na
prevencao da hipovitaminose A.
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Figura 3-Cromatograma de extrato de rucula crua obtida por CLAE. 1-neoxantina,

2-violaxantina, 3-luteina, 4,5-clorofilas e 6-B-caroteno. As condigbes
cromatograficas estdo descritas no texto.
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Estudos sobre o valor biolégico do B-caroteno de fontes folhosas mostram
que a biodisponibilidade do p-caroteno € baixa nos vegetais folhosos e muito
inferior a biodisponibilidade do B-caroteno sintético (De Pee, 1995), o que lanca
duvidas quanto a eficacia das verduras folhosas como fonte de vitamina A para o
homem. Contudo, estudo recente sobre a biodisponibilidade dos carotenodides
contidos na rdcula em humanos (Tassi & Amaya-Farfan, 2001) mostra que, em
mulheres sadias, a absorgdo do B-caroteno presente neste vegetal cru é

equivalente a do B-caroteno sintético.

A ricula, como os outros vegetais folhosos, também contém uma grande
quantidade de luteina (5,3 mg/100g). A luteina & um oxicarotendide (xantofila) que
esta presente nos tecidos animais, principalmente no pigmento macular da retina e
no soro de humanos. Estudos tém mostrado que este pigmento, junto com a
zeaxantina, fornece protegao 3s células sensiveis da retina provaveimente
prevenindo contra a degeneragédo macular (Seddon et al., 1994).

Acidos graxos:

Como pode ser observado na Tabela 3, 48% da composi¢éo dos acidos
graxos presentes na folha da rucula é representada pelo acido linolénico (C 18:3),
o qual é um &cido graxo essencial de importancia funcional e, estudos tém
mostrado que a ingestdo deste composto apresenta efeitos positivos para a
saide, incluindo atividade hipocolesterolémica, antitrombética e antiinflamatdria
(Katan et al., 1995).

Apesar da presenca de acidos graxos polinsaturados na racula ser
conveniente devido aos efeitos citados, por outro lado, esses acidos graxos
apresentam como efeito indesejavel a rapida deteriorac&o do vegetal, devido a
acdo direta da lipoxigenase NoOs acidos quer sejam livres ou ligados, para formar
radicais intermediarios (Whitaker, 1994).

55 Capitulo 2



Ja na semente da rucula, o 6leo extraido € composto predominantemente
pelo acido graxo erucico (C22:1) sendo que a composigao dos acidos graxos
presentes na semente pode variar de acordo com a origem geografica. Em
sementes de origem alema esse acido corresponde a 47%, enquanto que em
sementes nativas de Israel, essa porcentagem cai para 33% (Yaniv et al., 1998).
Provavelmente essa variagdo deve ocorrer também na composicao da folha,
porém nao foi possivel fazer este tipo de comparagao.

Tabela 3 Composi¢éo interna dos acidos graxos na folha da rucula
(Eruca sativa)

Acido Graxo %
Cc12.0 0,83
c 13:0* 1,11
C 14.0 0,68
G 150 0,44
C 16:0 10,94
G 16:1 11,23
c17.0* 0,57
180 1,28
C 18:1 2,09
C 182 7,39
C 183 48,01
C 18:4(n-3) 0,16
C 20:4(n-3) 0,17
C 20:5(n-3) 0,72
C 22:5(n-3) 535
C 22:6(n-3) 0,17

*Provavel (sem padrao interno)
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Atividade da lipoxigenase:

Ha relativamente poucos dados disponiveis com respeito ao efeito das
enzimas sobre a qualidade nutricional das folhas. Sabe-se que a lipoxigenase esta
envolvida na oxidagéo dos acidos graxos essenciais, que s3o todos insaturados,
desta forma diminuindo sua qualidade nutricional. Com a oxidacdo dos &cidos
graxos atraves da ag&o direta da lipoxigenase, ocorre a formacéo de radicais livres
e hidroperoxidos, os que por um lado sdo responsaveis pela perda da cor do
vegetal e por outro, podem trazer prejuizos a saude do consumidor.

Considerando que os carotendides sdo nutrientes importantes na
alimentacdo humana e o fato de serem susceptiveis ao ataque da lipoxigenase
(Whitaker, 1994), fica evidente a necessidade de se obter maiores informacoes
sobre a agdo desta enzima.

ApGs o cozimento da folha por 5, 10 e 15 min, a 97°C foi medida a atividade
da lipoxigenase presente na rdcula e o possivel efeito do cozimento. Como pode
ser observado na Figura 5, houve uma inativagao aproximada de 50% a partir dos
primeiros S min e que posteriores aumentos do tempo nado foram suficientes para
produzir inativacdo completa da atividade da lipoxigenase. Na literatura
consultada, ndo existem resultados que possam ser comparados com o0s
encontrados neste trabalho. Entretanto, estudando a lipoxigenase presente na
soja, Paulo et al. (1995) afirmaram existir isoenzimas da lipoxigenase (isoenzima
4) que sao altamente resistentes ao calor. Apesar de tratar-se de alimentos
diferentes, provavelmente na rucula exista isoenzima semelhante que também néo
seja inativada pelo calor.

A atividade de uma enzima pode variar muito nos alimentos de acordo com:
o cultivar, o grau de maturidade e com as condi¢cdes ambientais de crescimento

(temperatura, solo e fertilizagdo). Whitaker (1994) coloca que o tempo necessario
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para inativar uma enzima depende da concentragdo desta no alimento e que, é
dificil inativar uma enzima que apresente alta concentragao inicial.

3_
2,5 -& 1
1 —-‘_—
£ .r/—‘O" —e&—crua
S 24
(3]
: —&— 15 min
o 1.5 1
‘C
3 |
8 1- —&— 10 min
L0
<
0,5 —®— 5 min
0 T 1
1 2 3 4 5

Tempo (min)

Figura 5- Atividade da lipoxigenase da rucula crua e cozida por diferentes tempos.
Absorbancia do substrato 4cido linoléico versus tempo de reagdo. Os
resultados representam médias de 4 determinagdes.
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Concluséo

Com os resultados obtidos, podemos concluir que:

1- A rucula possui composicdo em macronutrientes semelhante as de outras
verduras folhosas;

2- A composi¢do em acidos graxos na rucula mostra que o acido linolénico é
predominante neste vegetal (48%);

3- - A atividade da enzima lipoxigenase foi reduzida em 50% apés 15 min de
cozimento;

4- A composic@o dos carotendides da folha de rucula esta de acordo com outras
pesquisas recentemente divulgadas sendo a luteina e o B-caroteno os principais
componentes;

5- A metodologia utilizada para quantificar o a-tocoferol foi eficiente e podera ser

utilizada para estudos em outras folhas;
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5. Capitulo 3

Absorgéo dos carotendides da ricula (Eruca sativa) e incorporagao nas
lipoproteinas ricas em triacilgliceréis (LRT)
Tassi, EMM & Amaya-Farfan, J
Resumo

Programas de prevengdo a hipovitaminose A preconizam o consumo dos vegetais verdes
folnosos, por serem fontes de carotendides pré-vitaminicos A. Porém, alguns estudos
questionam a eficacia desta conduta, alegando que a biodisponibilidade dos carotendides das
folhas € baixa demais para o combate a hipovitaminose. O presente trabalho teve como
objetivo determinar a biodisponibilidade relativa de B-caroteno e luteina da ricula (Eruca
sativa) crua e cozida, mediante a determinagdo cromatografica dos carotendides,
imediatamente depois de transferidos para as lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (LRT), que
€ o primeiro estagio da assimilagdo. O estudo foi delineado da seguinte maneira: 10 mulheres
adultas saudaveis com o IMC de 18 a 20kglm2, foram orientadas a consumir durante trés dias
dietas isentas de fontes de carotendides. No quarto dia foi feita coleta de sangue em jejum
(t=0h) e, logo apds, ingeriu-se refeicdo experimental constituida por ricula crua (6,0umol de B-
caroteno) e 15g de gordura. Coletou-se sangue nos tempos de 2, 4 e 6 horas apés a refeigio.
Apos um intervalo de 60 dias repetiu-se o procedimento com o mesmo grupo, porém usando a
folha cozida (7,7umol de B-caroteno) por 5 minutos. O grupo controle (n=5) recebeu uma
capsula com 5,6umol de B-caroteno ao invés do vegetal. Depois de isolado, o soro foi ultra-
centrifugado para a obtengdo das LRT. A biodisponibilidade foi estimada medindo a rea sob
a curva de tempo (ASC) de cada individuo. Os resultados mostraram que existe consideravel
variagdo inter e intra-individual nas concentragbes plasmatica destes compostos
(concentragbes meédias para f-caroteno e luteina de 204+132nmol-L”" e 91+44nmol-L™",
respectivamente). A absorgido determinada pelo método da ASC para B-caroteno e luteina
geralmente atinge seu pico em 4 horas, declinando rapidamente para a concentragdo de 2
horas. A biodisponibilidade média de B-caroteno observada para os grupos ‘crua’ e ‘cozida’ foi
respectivamente, 61+25 e 42+24nmol-L"'h", e 56+19nmol-L"'h™! para o B-caroteno em capsula.
Nao houve diferengas significativas entre as trés médias pelo teste de Student (p>0,05).
Quando comparada as ASCs observou-se que a absorgdo do B-caroteno foi maior do que a da
luteina, independente do cozimento. Os resultados deste estudo sugerem que a
biodisponibilidade relativa dos carotendides desta verdura ndo é baixa, que ndo houve
alteracdo apés 5 minutos de tratamento térmico e que a interagdo entre o B-caroteno e a
luteina resultou numa maior absorgao do primeiro.

Palavras-Chave: carotendides, biodisponibilidade, lipoproteinas, verduras folhosas
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Abstract
Programs for the prevention of hipovitaminosis A have recommended the consumption of
green leafy vegetables as good sources of provitamin A. Some studies, however, question the
efficacy of this practice based on data indicating that carotenoid bioavailability from these
sources is too low to improve the vitamin A status of individuals. The objective of this work was
to estimate the relative bioavailability of p-carotene and lutein from rocket (Eruca sativa)
leaves, both raw and cooked, by chromatographic determination of the provitamin-A
carotenoids, immediately after being transferred to the triacyiglycerol-rich lipoproteins (TRL),
which is the first stage towards utilization. The experiment included 10 adult, healthy women
(Body Mass Index between 18 and 20). The volunteers were instructed to consume diets free
of carotenoids for three days. Early on the fourth day a blood sample was drawn (fasted, t=0h).
Immediately after, each volunteer ingested an experimental meal of bread, 15g of vegetable oil
and the raw leaves (6,0umol de B-carotene). Blood samples were again collected at 2, 4 and 6
hours after the meal. After an interval of 60 days the procedure was repeated with the same
group, only that the leaf was cooked (7,7umol de B-carotene) for 5 minutes. A control group
(n=5) received a capsule containing 5,6umol of B-carotene instead of the vegetable. The TRLs
were isolated from the sera by ultracentrifugation, the carotenoids extracted from this fraction
and quantified by HPLC. Bioavailability was estimated by measuring the area under the time-
concentration curve (AUC) of each individual. The results showed considerable inter- and intra-
individual variations in the serum concentrations of these compounds (mean values for p-
carotene and lutein were 204+132nmole-L™" and 91+ 44nmole-L™", respectively). Absorption of
the carotenoids, estimated by the method of the area under the time-concentration curve
(AUC), showed that B-carotene and lutein generally reached their peak in 4 hours, declining
rapidly thereafter. Mean bioavailabilities for B-carotene were 61 +24 and 42+24nmole-L"'h™, for
the raw and cooked leaf, respectively, and 56+1 onmole-L™'h for the B-carotene capsule. No
significant differences were observed between the three means by the Student test (p>0.05).
Comparison of the AUCs revealed that absorption of B-carotene was 3 times greater than that
of lutein, regardless of the heat treatment. These results support the notion that the relative
bioavailability of these carotenoids from rocket is not low, that there was no alteration upon 5
minutes of cooking and that interaction between B-carotene and lutein results in the greater

absorption of pB-carotene.

Key-Words: carotenoid, bioavailability, lipoproteins; green leafy vegetables, chylomicrons.
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Introducéo

A deficiéncia em vitamina A representa ainda um ponto critico dentro dos
esforcos despendidos pelos governos para solucionar os problemas de ma
nutricio e salde publica nos paises em desenvolvimento. Programas de incentivo
ao cultivo de hortas vém sendo realizados nas comunidades mais carentes, na
tentativa de educar e aumentar o consumo de vegetais, diminuindo assim o

impacto negativo da hipovitaminose A na saude.

As verduras folhosas s@o consideradas boas fontes de carotendides. Estas
s3o fonte de luteina, que além de outras fungbes age diminuindo o risco da
degeneracéo macular relacionada com a idade, e de B-caroteno que € o principal
carotendide com funcdo pro-vitaminica A. A filosofia dos programas de incentivo a
horta, porém, esta sendo reavaliada em virtude de estudos que questionam a
eficacia das folhas no combate & hipovitaminose A (De Pee et al., 1995).

Pelo fato dos carotendides estarem complexados com proteinas do
cloroplasto e outros componentes da célula vegetal, acredita-se que a ingestao da
folna crua comprometa a digestéo e absorgéo destes compostos (Poor et al,
1993: Thane & Reddy, 1997). Supde-se ainda que 0 cozimento possa, por um lado
melhorar a biodisponibilidade relativa destes compostos, enguanto que do outro, a
temperatura elevada venha promover a formagéo de isdmeros cis e produtos da

oxidag&o, diminuindo a quantidade do composto nativo que € todo-frans.

Os carotendides sdo compostos lipossollveis absorvidos no intestino
delgado junto com os lipideos majoritarios da dieta e, em seguida, transportados
pelas lipoproteinas ricas em triacilgliceréis (LRT) para o figado. Estudos recentes
mostraram que a melhor maneira de se investigar a biodisponibilidade relativa dos

carotendides e da vitamina A é através da dosagem destes nutrientes nas LRT
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(Wingerath et al., 1995; O’Neill & Thurnham, 1998), j& que eles se encontram
associados as LRT e ndo as outras lipoproteinas do sangue. Quando se efetua a
dosagem sérica do carotendide, a concentragéo total observada inclui, além da
quantidade recentemente absorvida, também o “pool” do nutriente pré-existente
nos tecidos (inclusive figado e sangue).

O objetivo deste estudo foi comparar a biodisponibilidade relativa dos
carotendides da rucula (Eruca sativa) crua e cozida, através da quantificagao
destes por CLAE nas lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (LRT) de mulheres
adultas sadias.
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Material e Métodos

Protocolo experimental

Este projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Anexo I). As
voluntarias foram convidadas e informadas sobre os objetivos e métodos do estudo.

Todas as participantes assinaram termo de concordancia antes do inicio do trabalho.

Analise de carotenoides na ricula

O método utilizado para determinar os carotendides presentes na ricula
crua e cozida foi o de Rodriguez-Amaya et al., (1976). A rucula foi adquirida em
dois fornecedores locais (Campinas, SP), sendo que o tempo de pés-colheita foi
de 24horas. Foram utilizados 10 magos (limpos e secos), dos quais retirou-se 4cm
do cabo. As anadlises foram feitas em triplicatas e os valores foram tratados como
amostras individuais para obteng@o da média. A amostra (5g) foi homogeneizada
em liquidificador com acetona (5°C), seguido de filtraggdo (com filtro de papel
Whatman N°3). O meio filtrante foi dissolvido em éter de petréleo (Synth, p.a.) e
feita particdo com agua para remogéo da acetona. Em seguida, concentrou-se o
volume em evaporador rotativo (T<35°C). A separacdo foi realizada em coluna
aberta de MgO:Hyflosupercel (1:1, mistura previamente ativada a 110°C por 2
horas). A polaridade da fase mével foi ajustada gradativamente de acordo com a
polaridade do carotendide em eluicdo. Apds a lavagem com agua para retirada da
acetona, reduziu-se o volume de cada fragdo em evaporador rotativo (T<35°C). A
leitura foi feita em espectrofotometro, na faixa de 350-550 nm. A concentracdo dos
carotendides foi calculada usando-se a lei de Beer: A=a.b.c, onde A=absorbancia,
a=valor da absortividade molar em éter de petréleo (Davies, 1976), b= largura da
cubeta e ¢ = concentracdo do croméforo.
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Amostragem

Quinze voluntarias nao-fumantes foram selecionadas, idades entre 20 e 35
anos, sem antecedentes clinicos de ma digestéo e absor¢ao intestinal, IMC entre
18.0 e 24,0 kg/m? e n&o ingerindo qualquer medicamento.

Dieta experimental

As dietas para o ensaio foram elaboradas (Tabela 1) pensando principalmente
no aspecto sensorial da refeicdo. A rucula foi fornecida na forma de um sanduiche de
pao francés com a folha crua ou cozida, uma fatia de presunto € quantidade de 6leo de
soja suficiente para facilitar a mastigacéo e degluticao. Embora as quantidades de folha
aparecem dispares, testes preliminares indicaram que maiores quantidades de rucula
crua trouxeram baixa aceitacdo por razAo sensorial, engquanto que menores
quantidades de rdcula cozida davam a impresséo de se estar consumindo somente 0
pao. Por outro lado, testes preliminares com menores quantidades de rucula cozida
resultaram em alta variabilidade na quantificagéo do carotendide.
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Tabela 1- Composi¢ao das dietas para o ensaio bioldgico

Grupos

Composigao Capsula* Rucula crua Rucula cozida™
Pao francés 50g 50g 50g
Presunto gordo 20g 20g 20g
Oleo de soja 8g 8g 8g
Rucula crua . 100g .
Rdcula cozida . _ 130g
Calorias totais 264 298 307
Fibras (g) 0,25 1,7 2,2
B-caroteno (mg) 3,0 3,2 4.1
Luteina (mg) . 53 6,9
Neoxantina (mg) _ 0,7 1,1
Violaxantina (mg) _ 1T 22

*capsula com 3mg de B-caroteno purificado (Hoffman La Roche Ltd-Basel, Suica)

**5 minutos em agua a 97°C
O cozimento diminui o volume da verdura e quantidade foi aumentada para compensar
a perda de palatabilidade.

Ensaio biolégico

Durante 3 dias, as 15 mulheres consumiram dietas pobres em carotendides e
isentas de PB-caroteno. Para facilitar o controle da dieta das participantes, foram
distribuidas listas de alimentos que deveriam ser evitados e 0s que poderiam ser
consumidos. Cada participante recebeu um anel colorido para lembranca constante do
experimento em andamento. Foi feito o registro do consumo alimentar durante os trés
dias de deplegado. Os calculos das dietas foram realizados utilizando o programa de
apoio a nutricdo da Escola Paulista de Medicina (CIS-EPM, vers&o 2.0, S&o Paulo,
Brasil).
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No inicio do quarto dia, as participantes compareceram em jejum ao laboratério,
onde foi feita a coleta de 10mL de sangue (seringa de 10mL, com agulha 40X12 mm).
Em seguida, a refeicdo experimental (Tabela 1) foi consumida. Todas as voluntérias
foram orientadas a mastigarem bem o alimento antes de degluti-lo. Foi estruturado um
grupo controle de 5 participantes que recebeu uma capsula de B-caroteno sintético com
a refeicdo sem rucula.

Depois de 2, 4 e 6 horas da ingestdo do alimento, foram feitas coletas de
sangue, as quais foram colocadas em tubos sem anticoagulante, para a obtencdo do
soro. Durante o experimento s6 foi permitido o consumo de agua, café e bolacha de
agua e sal.

Depois de dois meses, foi repetido o mesmo procedimento, revezando os
grupos, de tal forma que as voluntarias que na primeira etapa consumiram a verdura
crua, desta vez consumiram a cozida. O grupo controle apés a verificagdo da
homogeneidade dos resultados analiticos desse grupo, foi dispensado a repeticao da
dosagem com a capsula de B-caroteno.

O soro foi separado por precipitagdo em centrifuga refrigerada marca Sigma
(Melsungen, Germany), a 7°C por 30 minutos (1041xg), imediatamente congelado e
estocado em nitrogénio liquido. Foram tomados cuidados para evitar perdas dos

carotendides (ex. protegéo com invélucro de papel aluminio e luzes atenuadas).

Utilizando-se o processo de ultracentrifugacdo foi feita a separagdo das
diferentes lipoproteinas ricas em triacilgliceréis (LRT) (Havel et al., 1955). Uma aliquota
do soro (4 mL) foi colocada em tubos de celulose (Beckman Instruments Inc., Palo Alto,
CA, USA), acertou-se a densidade da solugdo com KBr (p=1,025kg/L; 0,288g para
4,0mL de soro) e completou-se o tubo com 5mL de agua destilada. As amostras foram

centrifugadas a 40.000 rpm (127000xg) a 4°C em centrifuga Beckman mod. L-8
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(Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA) equipada com rotor SW 41. Ap6s uma
hora de centrifugag&o o sobrenadante contendo as LRT (d<1,0 g/mL) foi removido com

o auxilio de pipeta de pasteur.

Eletroforese em gel de agarose da fragdo recolhida foi realizada através do
Sistema Paragon, com kit Beckman 655910 (Fullerton, CA, EUA), para conferir a
eficiéncia da metodologia de fracionamento.

As LRT coletadas foram armazenadas em nitrogénio liquido até o inicio das
anélises, as quais foram realizadas antes de trés semanas apos a coleta. Além do curto
tempo de estocagem, os cuidados ja mencionados para evitar perdas, foram mantidos.

Anélise de triacilglicerdis, colesterol e glicose séricos

As analises sorolégicas de triacilglicerois, colesterol e glicose foram realizadas
através de métodos enzimaticos.

Kits individuais da LaborLab (Guarulhos, SP, Brasil) foram usados para as
determinacgdes de triacilglicerois (N° de catalogo 04400), colesterol (N° de catélogo
01400) e glicose (N° de catalogo 02200), seguindo 0s procedimentos detalhados pelo
fabricante.

Anélise dos carotendides nas LRT

As andlises dos carotendides presentes nas LRT foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A extragao dos carotenoides foi feita de

acordo com Wingerath et al. (1995) da seguinte maneira: a 400uL de amostra foram
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adicionados 800uL de tamp&o (2mmol/L KH,PO, O0,7mmol/L EDTA, 1,4mmol/L
ascorbato, pH 7,2), 1mL de isopropanol e 6mL da mistura hexano:diclorometano (5:1 ).
contendo ainda 1,1mmol/L BHT. Em seguida, misturou-se a solugdo em agitador vortex
por 1 minuto e sonificou-se por mais 5 minutos, seguido de nova agitag&o no vortex por
30 segundos e centrifugagao a 1041xg por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e

seco sob jato de nitrogénio gasoso e, depois, dissolvido na fase mével (50uL) do

sistema cromatografico.

A cromatografia foi realizada utilizando o cromatografo liquido (Varian, modelo
3600, com bomba 9012, forno para coluna tipo Mistral, software gerenciador Star
Chromatography Workstation 4.5) com injetor manual com loop de 20uL. Foi utilizada a
coluna de fase reversa polimérica C-18, 5um (Vydac 218 TP54, Hesperia, CA, EUA),
com 46mm de diametro intemo e 250mm de comprimento e uma pré-coluna do
mesmo material. A fase moével usada foi uma mistura de metanol.acetonitrila:
isopropanol na proporgao de 54:44:2, com fluxo de 1mL/min. A detecgao foi realizada a
460nm no detector UV (Varian UV 9050). Como padrao interno foi utilizado o Sudan |
(1-(fenilazo)-2-naftol; Sigma, St. Louis, EUA) (Quackenbush, 1987).

Analises Estatisticas

Utilizou-se o calculo da area sob a curva (ASC) para quantificar os carotenoides
em fungdo do tempo. Para estimar a quantidade absorvida de carotenéides com relagéo
ao ingerido, dividiu-se a ASC encontrada pela quantidade ingerida do composto. A
quantidade ingerida foi obtida baseando-se na quantidade de folhas consumida e o teor
de carotendides apurado das analises preliminares das folhas. Os resultados foram
expressos em nanomol/L de soro por hora. Para analisar os resultados obtidos utilizou-
se o teste f de Sfudent (Pimentel-Gomes, 1982). As analises foram realizadas através do
programa STATISTICA para Windows, versdo 6.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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Resultados

A composicdo centesimal da rdcula pode ser observada na Tabela 2. Com
relagao aos teores dos carotendides presentes na rucula, observa-se que como as
outras verduras folhosas, a ricula contém uma elevada quantidade de B-caroteno

e luteina, mas sendo este ultimo o composto predominante.

Cabe destacar que os teores de carboidratos e fibras na folha de racula,
embora paregam elevados, se encontram numa faixa intermediaria com relagao a
outras verduras folhosas, como alfafa, espinafre, alface, couve.

Tabela 2- Composigéo centesimal média da racula’

Componente Teor

Proteinas (g/100g) 2,4+0,08
Lipideos (g/100g) 0,3+0,04
Carboidratos (diferenca) (g/100g) 4,1+0,09
Tocoferois

a-tocoferol (mg/100g) 6,2+0,8
Carotendides

B-caroteno (mg/100g) 3,240,9

Luteina (mg/100g) 5,3+1.1

Neoxantina (mg/100g) 0,940,2

Violaxantina (mg/100g) 1,840,3
Fibras totais (g/100g) 1,3+0,05
Cinzas (g/100g) 1,840,10
Umidade (g/100g) 93+0,20

" Valores representam médias de 3 determinagoes (Base Umida).
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Apos a ultracentrifugacéo do soro, a fragdo menos densa (LRT, p<1,0 kg/L)
foi coletada e analisada por eletroforese em gel confirmando-se que a fragdo era
somente constituida pela lipoproteina caracteristica das LRT (Figura 1). Isto é, o
perfil eletroforético n&o indicava contaminagéo das LRT com outras lipoproteinas
de baixa densidade também encontradas no soro, como as VLDL e LDL. E
importante ressaltar aqui que, no estado de jejum, a fracdo LRT nao foi
encontrada no soro, confirmando que a fragcdo coletada apds a ingestdo de

gordura de fato contém os quilomicrons, como apurado pela eletroforese.

Na Figura 2 observa-se o perfil dos carotendides encontrados no soro de
uma das participantes, representativo do estado de jejum e de deplegéo geral em
carotendides. Mediante a utilizacdo de detector com arranjo de diodos, obteve-se
o espectro de cada pico, constatando-se a presenga de B-caroteno, luteina e B-
criptoxantina. Na tabela 3, observamos os valores médios das caracteristicas
nutricionais das participantes. Os valores encontrados para colesterol,
triacilglicerdis, glicose, B-caroteno e luteina séricos representam as condi¢des
basais do grupo de voluntarias. Enquanto que os indices de colesterol,
triacilglicerol e glicose estavam dentro da normalidade para todas as participantes,
os niveis de B-caroteno e luteina foram considerados representativos do estado de
deplegao induzido pelo consumo de alimentos pobres em carotendides durante os
trés dias que precederam o ensaio.

Tabela 3- Idade média e caracteristicas nutricionais das participantes

Idade (anos) 28+4
IMC (kg/m?) 22 +03
Colesterol (mg/dL) 175+ 30
Glicose (mg/dL) 73108
Triacilglicerois (mg/dL) 55 + 30
B-caroteno (nmol/L) 204 + 132
Luteina (nmol/L) 91+44

*Valores médios + DP (n=15)
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Figura 1- Eletroferograma das lipoproteinas do soro mostrando a auséncia de
contaminagéo da fragéo LRT (a=proteinas totais, b=fragdo a-HDL, c=
fracdo pré-p-VLDL, d= fragdo B-LDL, e= quilomicrons)
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Figura 2. Cromatograma do perfil tipico de carotendides do soro das participantes,
antes do experimento

76 Capitulo 3



Concentragao dos carotenéides nas LRT em fungéo do tempo

As Figuras 3, 4 e 5 mostram as curvas de evolugéo da concentragéo de -
caroteno (nmol/L de soro) nas LRT das participantes, em fungéo do tempo (h)
transcorrido apds a ingestéo da refeigdo experimental. Tendo em conta que as
quantidades de rucula ndo foram idénticas para todos os grupos, os valores
encontrados nas LRT foram normalizados de acordo com a dose ingerida do
nutriente. As Figuras 3 e 4 mostram a resposta dos mesmos 10 individuos para a
verdura crua (Figura 3) ou cozida (Figura 4). No caso da folha crua, os valores
encontrados em 4h e 6h para os individuos R1 e R4 se destacaram do resto do
grupo por atingirem valores maximos quase duas vezes mais elevados do que a
média e, inclusive pelo fato de que a voluntaria 1 teve resposta méaxima no final do
periodo de seis horas.
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Figura 3-Concentragdes individuais de betacaroteno nas LRT
ap6s consumo da rucula crua
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A resposta de um grupo independente que consumiu o B-caroteno em
capsula esta apresentada na Figura 5. Pode ser visto nesta figura que, em quatro
das cinco participantes, o pico de concentragdo do B-caroteno foi atingido em 4
horas, enquanto que a quinta participante alcangou maxima concentrag&o no
tempo proximo das seis horas. Observa-se também que, para este grupo, a
resposta coletiva dos individuos foi sensivelmente mais homogénea, do que nos
casos em que se forneceu as folhas.

Nas Figuras 6 e 7 podemos observar as curvas de variagdo da
concentrag¢ao de luteina (nmol/L de soro) nas LRT das participantes em, func¢éo do
tempo (h) pés-prandial. Como no caso do B-caroteno, os valores encontrados para
a luteina também foram corrigidos de acordo com a quantidade ingerida do
nutriente e cada individuo agiu como seu proprio controle. No consumo da folha
crua (Figura 6), os individuos R3 e R5 responderam com concentragcées bem mais
elevadas, no tempo de 4 horas, do que os restantes. Na Figura 7, também
encontramos dois individuos (R6 e R7) que apresentaram valores maiores em 4
horas. Uma participante (R10) atingiu a concentragdo mais elevada no final das 6

horas.
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ASC do B-caroteno e da luteina

Tabela 4- Area média sob a curva (ASC) mostrando que a concentracéo de p-

caroteno e luteina, versus o tempo transcorrido apds a ingestéo da rucula ndo
variou significativamente com o cozimento.

Carotendide AsC!

Crua Cozida Capsula
B-caroteno 61,72+(24,77) 42,37+(24,22) 56,61+(19,60)
Luteina 10,44+(6,40) s ) e————— s

'Valores médios+(DP) em nmole: L™ h™", ja normalizados pela ingestéo.
Niveis de ingest&o: Rucula crua (6,0umol de B-caroteno e 9,3umol de luteina), cozida

(7,7pmol de B-caroteno e 12,1umol de luteina) e a capsula (5,6umol de B-caroteno).
(Rucula crua: n=10; cozida: n=10; capsula: n=5)

De forma geral, observa-se que a area sob a curva (ASC) de concentragéo
do B-caroteno nas LRT em fungdo do tempo, variou consideravelmente, tanto
inter- como intra-individualmente, em resposta a ingestéo da rdcula (Tabela 4). A
variagao intra-individuo foi mais evidente nos primeiros cinco voluntérios da Figura
8. Pela analise das curvas observou-se que a absorgdo normalizada do -caroteno
da rucula crua foi semelhante (p>0,05) a da cozida, embora para os individuos R8,
R9 e R10 a absorgéo de B-caroteno tenha sido ligeiramente maior quando o
vegetal foi consumido cozido. Nota-se que para certos individuos (R1 a R5) a
absorgéo do B-caroteno, chega a ser consideravelmente maior (de duas até cinco
vezes) quando o vegetal € ingerido na sua forma crua. Os casos “outliers” nao
foram eliminados devido a falta de critérios que justificassem a sua exclusdo. De

igual forma, foi observado que os grupos que consumiram a rucula crua e cozida,
nao diferiram com relagdo ao grupo que recebeu a capsula.
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A absorgdo da luteina, da rucula tanto crua como cozida, calculada através
da ASC nos mesmos individuos seguiu um perfil semelhante ao do B-caroteno,
como pode ser vista na Figura 9. Analogamente ao observado para o B-caroteno,
houve aqui também bastante variagao inter e intra-individual. A analise dos dados
mostrou que a ASC da luteina também nao diferiu em fungao do tratamento
térmico (p>0,05). Observou-se novamente que a absor¢c&o mostrada pelas
participantes R2 a R5 ao consumirem a folha crua foi bem mais elevada do que
nas outras Cinco ou seis.

Nas Figuras 10 e 11, observam-se as respostas de absorgao do 3-caroteno e
da luteina, para a rucula crua e cozida, respectivamente. Independente do estado
em que o vegetal foi consumido, a ASC do B-caroteno foi significativamente maior
(p<0,05) do que a ASC da luteina, mostrando que estes carotendides sao
absorvidos em taxas diferentes.
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Biodisponibilidade do B-caroteno e da luteina

As ASCs, determinadas acima para o B-caroteno e a luteina, poderiam ser
consideradas diretamente como sendo as biodisponibilidades aparentes desses
dois carotendides, fazendo apenas a ressalva de que uma certa quantidade de
cada carotenéide ndo foi computada por ter sido retida no intestino ou por ter sido
absorvida depois das seis horas.

Discusséo

A rucula (Eruca sativa) é uma hortalica herbacea da familia Cruciferae, de
periodicidade anual, porte baixo, originaria do sul da Europa e da parte ocidental
da Asia. No Brasil & consumida crua como salada e ultimamente vem crescendo o
seu uso em alguns pratos especificos (como por exemplo, pizzas e molhos para
macarrdo). Suas folhas sdo tenras e com um sabor pungente suave, bem
caracteristico. Esta verdura foi escolhida para o desenvolvimento do presente
trabalho, por ser um vegetal folhoso consumido tanto cru como cozido, pela sua
facil obtencdo na regi&o Sudeste do pais e por ser classificado como vegetal com
teor ao menos razoavel de B-caroteno, segundo Begum e Pereira (citado por
Rodriguez-Amaya, 1997).

Com respeito & composicdo centesimal da folha, entretanto, pode se dizer
que o teor de carboidratos totais da rucula é intermediario, pois em 100g a alface
(Lactuca sativa L.) possui 3,3g, agrido (Rorippa nasturtium-aquaticum L. HAYEK)
3,6g, espinafre (Tetragonia tetragonioides PALLAS) 3,8g, almeirdo (Cichorium
intybus L.) e chicéria (Cichorium endivia L.) 4,1g, acelga (Beta vulgaris L.) e a
azedinha (Rumex acetosa L.) 5,6g, cebolinha (Aflium fistulosum L.) 7,1g. Ja a folha
de mandioca (Manihot esculenta CRANTZ) ou macaxeira possui 18,3 g/100g
(IBGE, 1977).
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A polémica levantada por De Pee et al. (1995) de que os carotendides
contidos em verduras folhosas nao sdo boa fonte de vitamina A em humanos
implica na baixa biodisponibilidade destes nutrientes em alimentos de uso tanto ou
mais antigo do que os proprios animais que os consomem. Na tentativa de reunir
dados experimentais sobre a utilizacdo dos carotendides por seres humanos, este
trabalho apresenta dados de biodisponibilidade de B-caroteno e luteina, dois dos

principais carotendides da racula.

Na presente pesquisa foi realizada a analise dos carotendides contidos na
rucula crua e cozida em agua (5 min, 97°C), observando-se que nao houve
diferenga significativa em conteudo entre os estados cru e cozido. Para a
realizacdo dos calculos necessarios, considerou-se que a rucula contém em média
36 ug/g de B-caroteno e 48 ug/g de luteina (base umida), assim como os valores
encontrados para zeaxantina e neoxantina, foram de 9 e 18 pg/g,
respectivamente. Estes valores estdo de acordo com os encontrados por outro
pesquisador do nosso grupo (Kimura, 1999), que estudou e quantificou os

carotendides da rdcula através de CLAE.

As concentragbes plasmaticas médias (perfil em jejum) de B-caroteno e
luteina encontradas nesta pesquisa estdo no limite inferior, ou ainda abaixo, das
faixas de valores compilados na revisdo de Furr & Clark (1997, Tabela 3),
especialmente para a luteina. De um modo geral e previsivel, o baixo nivel
plasmatico da alguns voluntarios pode ser atribuido ao consumo de dietas pobres
em carotendides durante a fase de depleg¢éo. Quanto a variacao individual natural
observada nos contetdos plasmaticos de carotendides, pode se afirmar que esta
associada a diversidade de fatores que modulam a absorcdo, metabolismo,
estocagem e principalmente a dieta. Ainda ndo ha estudos sobre o perfil
plasméatico de carotendides no Brasil, onde existe grande variedade de alimentos
ricos em carotendides. Até a presente data, s6 existe uma pesquisa que

caracteriza os colostros e leites de dez mées de criancas pré-termo (Passos,
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1993), além de numerosos estudos que quantificam os carotendides em diferentes
alimentos de origem vegetal (Rodriguez-Amaya, 1996).

Foi observada em alguns individuos, a curiosa presenca de um pico cujo
tempo de retengdo e espectro coincidiam com o da B-criptoxantina, carotendide
ndo presente na rucula. A origem e a razéo para este carotenoide estar presente
nos cromatogramas ainda sdo desconhecidas, pois as possibilidades de
contaminagdo com carotendides do plasma e a ingestéo de fontes do carotendide
foram descartadas. Caso tivesse ocorrido consumo de alimentos fonte, haveria
alteracdo substancial dos cromatogramas incluindo n&o s6 a B-criptoxantina. Uma
segunda possibilidade seria a de que a B-criptoxantina agisse como um
carotendide “reserva’ de localizag&o intestinal que, conforme a necessidade, seria
suprido pelo intestino para participar da biossintese dos quilomicrons. Mas, pelo
fato de a B-criptoxantina ter aparecido nas LRT, em diferentes tempos e pessoas,
ndo é possivel se chegar a qualquer conclusdo ainda. Mais estudos especificos

sobre este assunto sdo0 necessarios.

Curvas da concentragdo em fungdo do tempo

Neste estudo foi medida a resposta absortiva de um grupo de dez
individuos (R1 a R10) ao consumo ricula crua e cozida. Através da quantificagao
dos carotendides nas lipoproteinas ricas em triacilglicer6is (LRT) apurou-se a
concentracdo circulante nas LRT a cada duas horas. Como controle foi montado
um grupo com outros cinco individuos (C1 a C5), que receberam uma capsula

contendo 3mg de B-caroteno purificado.

A utilizacdo das LRT em estudos de absorcdo de nutrientes lipidicos &
recomendada devido ao fato de ser nos quilomicrons que os lipidios recentemente
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incorporados ao organismo se encontram presentes (Furr & Clark, 1997). Somente
algumas horas apds a absorgéo, & que os nutrientes lipidicos aparecem em outras
lipoproteinas, mediante remanejamento realizado no figado (Parker, 1996). A
concentragdo de B-caroteno nas LRT, tanto no caso da racula crua como cozida
(Figuras 3 e 4, respectivamente), atingiu seu méximo em 4 horas para a maioria
dos participantes. Foi observado que n&o houve diferenca, nesse respeito, com
relagdo ao grupo controle (Figura 5). Este achado do aparecimento do pico de
absorcao em 4 horas ja fora relatado na literatura por outros autores (Traber et al.,
1994; O’Neill & Thurnham, 1998).

Enquanto que largas variagdes foram observadas com todos os individuos
que consumiram as folhas, as curvas dos consumidores da capsula mostraram
maior homogeneidade. Esta situagdo certamente € indicativa da variabilidade
natural que existe entre individuos no que diz respeito a mastigagéo, manejo
fisiolégico de fibras e demais componentes da verdura, assim como a capacidade
de transporte de cada individuo. Em outras palavras, a maior homogeneidade
encontrada para o nutriente encapsulado foi conseqguéncia deste ultimo ndo estar

fisico-quimicamente associado a compostos outros que interfiram na absorcao.

Com relagéo ao periodo de tempo escolhido, observou-se também que para
algumas pessoas o pico de absor¢éo obtido se apresentou em 6 e ndo em 4
horas. Isto ocorreu com trés participantes (R1, R7 e R9) que consumiram a rucula
crua, quatro que a consumiram cozida (R1, R4, R7 e R8) e em uma que consumiu
a capsula (C4). Interessante foi observar também que 0s individuos R1 e R7,
caracterizados como de mais baixo peso corporal (IMC 19 e 22), apresentaram 0

pico em 6 horas para o vegetal, tanto cru como cozido.
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Em uma das participantes (R4) que consumiu a rucula crua e duas (R6 e
RY) que consumiram o vegetal cozido, o valor encontrado em 4 horas foi muito
mais alto do que nas demais. Verificando a possibilidade de que essas pessoas
tivessem consumido dietas contendo carotendides nos dias que antecederam o
experimento (periodo de deplec&o), foi confirmado que nenhum alimento fonte de

B-caroteno fora ingerido.

Foi medida também a concentracdo de luteina nas LRT, dos mesmos
individuos que consumiram a rucula crua e cozida (Figuras 6 e 7,
respectivamente). Para a luteina ndo foi possivel montar um grupo controle devido
a n&o disponibilidade do composto purificado. Como ocorreu para o B-caroteno, a
concentragdo deste composto nas LRT atingiu um pico em 4 horas para a maioria
das participantes, mas também houve individuos em que o pico foi atingido em 6

horas (R1 e R8 para a cruae R8 e R10 para a cozida).

Observou-se, por outro lado, que os individuos que mostraram absorcao
lenta do B-caroteno ndo foram os mesmos qué mostraram absorgéo lenta de
luteina. Essa falta de coincidéncia sugere trés acontecimentos: primeiro, mostra-
se uma certa consisténcia com o ja mencionado fenémeno da competicéo entre os
dois carotendides (proposto por Johnson et al., 1996), segundo, sugere que as
velocidades de absorgdo dos dois carotendides estejam sujeitas a caracteristicas
individuais e, terceiro, dissipa a possibilidade de ter ocorrido erro ou ineficiéncia
ocasional na extragdo e analise dos carotendides. Corroborando essas
afirmagoes, os dados de R8 mostraram que © pico da concentragéo, tanto de B-
caroteno como de luteina, ocorreu em 6 horas, independente da forma em que 0

vegetal foi consumido.
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Para os individuos (R3, R5 e R6, R7, R10, para crua e cozida,
respectivamente) que apresentaram os valores de luteina mais elevados, foi feita
uma verificagdo da dieta consumida anterior ao ensaio, mostrando que aqueles
valores elevados eram préprios desses individuos e ndo tiveram origem externa
ao experimento.

Com relag&o aos outros carotendides contidos no vegetal, a neoxantina e a
violaxantina, o conteudo nas LRT ficou abaixo do limite de detecgdo, ndo sendo
possivel estudar a sua incorporagdo no mesmo experimento. Dessa forma, o
trabalho se restringiu ao comportamento do B-caroteno e luteina, que sdo os

carotenodides predominantes na folha.

ASC do B-caroteno e da Luteina

A capacidade de absorcdo dos carotendides contidos nas diferentes fontes
testadas (rucula crua, cozida e capsula) foi estimada calculando-se a area sob a
curva (concentragdo instantanea X tempo, ou ASC). A ASC do B-caroteno
encontrada para os individuos que consumiram a rucula crua foi semelhante a
daqueles que consumiram o vegetal cozido (p>0,05) (Figura 8). Observa-se que
para a maioria das participantes a larga variag&o intra-individual na resposta da
ingestdo da rdcula crua e cozida impossibilitou a avaliagdo de tendéncias que
poderiam ser proprias dos individuos ou dos grupos.

N&o esta claramente comprovado que o aquecimento melhore a absorg¢éo ou
biodisponibilidade dos carotendides dos vegetais (Poor et al., 1993; Zhou et al.,
1996). O tema, entretanto €& controverso, pois alguns trabalhos mostram
evidéncias de que a biodisponibilidade dos carotendides € inferior quando estes
s&o ingeridos crus (Bulux et al., 1994; De Pee et al., 1995; Rock et al., 1998). No

nosso trabalho, a absor¢do do B-caroteno da cépsula foi semelhante a do
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composto contido no vegetal cru e cozido (p>0,05). Os nossos resultados
contestam ainda o estudo de Rock et al. (1998), que relataram concentragdes 3X
maiores de B-caroteno no plasma em mulheres apés terem consumido vegetais
termicamente processados, em relagdo aos crus. Por sua vez, 0 trabalho de De
Pee et al. (1995), que relataram o B-caroteno sintético ser significativamente mais
eficiente do que o p-caroteno contido em espinafre, tambem diverge dos nossos

achados comparando a capsula com a rucula.

Para a determinagcdo da ASC, as concentragdes individuais foram
normalizadas, dividindo cada valor pela quantidade de nutriente ingerido. Apesar
de termos utilizado para o nosso experimento uma quantidade maior de racula na
refeicdo com a folha cozida, e ainda nao termos detectado maior eficiéncia de
absorcéo apds o cozimento, devemos considerar que o método de quantificagéo
do B-caroteno pelos niveis plasmaticos néo € o mais recomendavel para estudos
de biodisponibilidade. Ainda pode ser argumentado em favor do efeito nulo do
cozimento o fato de o aumento da ingestdo ser muito pequeno para causar
diferencas em absorgéo de 300%, como foi 0 caso do relato de Rock et al. (1998).
Quanto aos outros fatores experimentais que possam ter afetado os nossos
resultados, cabe também ressaltar que neste estudo, a composigao da refeigéo do
teste foi baseada mais nas caracteristicas culinarias e sensoriais, particularmente

no que se refere ao teor de Oleo.

J4 foi demonstrado em trabalhos anteriores que a presenga das fibras pode
interferir negativamente na absorgdo dos carotendides (Erdman et al., 1986). Nao
tendo sido verificada diferenca, entretanto, entre a folha crua e cozida, é de se
supor que a hidratag&o das fibras ndo tenha influenciado significativamente a
absorgdo dos carotendides. Apesar disso, é pertinente lembrar que todos as
participantes foram orientadas para mastigar completamente a verdura, a textura

da rucula cozida, aparentemente mais macia, possa ter causado a falsa impressao
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de que o vegetal precisava de menor mastigacdo, levando a uma degluticdo
precoce.

As quantidades de luteina absorvida da rucula crua foram indistingliveis das
obtidas com o vegetal cozido (Figura 9). Aqui deveriamos considerar novamente o0

raciocinio desenvolvido para o B-caroteno.

Interagdo entre o B-caroteno e a luteina

Durante a absorgao intestinal ocorrem mecanismos distintos de incorporagao
do B-caroteno e da luteina nas lipoproteinas (Paetau et al., 1997). A solubilidade
dos carotendides nos quilomicrons depende da sua polaridade, da composicao e
saturacdo dos acidos graxos (Borel et al., 1996). No centro dos quilomicrons
encontram-se os carotendides apolares e na periferia os polares, que s&o 0s mais
propensos a mudarem para outras lipoproteinas durante a circulag&o, como jé foi
observado com os tocoferéis, que também sao compostos lipossollveis (Traber et
al., 1992; Borel et al., 1996).

No presente estudo, quando comparamos a absorcéo do B-caroteno a da
juteina em humanos, observamos que a absorgao desta ultima foi menor do que a
do B-caroteno, independente da forma de apresentagdo (Figuras 10 e 11). Foi
constatado que, de fato, a propor¢ao B-caroteno/luteina originalmente existente na
folna, que era de 0,6, ficou alterada para um valor médio de 7,2; ou seja, que
houve um aumento da concentrag&o relativa de B-caroteno/luteina, de mais do

que 10 vezes durante 0 processo absortivo.
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Como tem sido proposto por alguns autores (Paetau et al. 1997), o B-
caroteno e hidroxicarotendides (como a luteina) s&o dois tipos de carotendides
que competem entre si para serem absorvidos. A existéncia de uma interagao
entre estes carotendides foi inicialmente relatada por Jonhnson & Baumann (1948)
e Kelley & Day (1950), mas a aparente absorgao preferencial ou seletiva que se
atribui a estes compostos ainda € um tanto controvertida. Existem estudos
relatando que, quando ingeridos conjuntamente, a juteina afeta negativamente a
absorgdo do p-caroteno (Gartner et al., 1996: van Den Berg & Van Vliet, 1998; Van
Het Hof et al., 1999), enquanto outros trabalhos mostram que ocorreé o inverso
(Kostic et al., 1995; Paetau et al., 1997).

Gartner et al. (1996) estudaram a competicdo entre xantofilas (luteina,
zeaxantina) e o p-caroteno na absorgao intestinal de ratos apés a ingestéo do
Betateno (extrato da alga Dunaliella salina, rico em B-caroteno), e observaram que
existe uma preferéncia pela absorgéo das xantofilas, em prejuizo do B-caroteno.
Outro trabalho, realizado por van Den Berg & van Viiet (1998), também mostrou

que em homens a luteina age negativamente no aparecimento do f-caroteno na
fracao LRT.

Em um estudo realizado por Van Het Hof et al. (1999), a biodisponibilidade
da luteina foi cinco vezes maior do que a do B-caroteno. Estes compostos foram
dosados no plasma de individuos que receberam dietas ricas em vegetais e nos
que foram suplementados. Os autores colocaram que a diferenga relativa da
resposta plasmatica entre O B-caroteno e a luteina ndo reflete a diferenga
verdadeira de absorgéo, pois parte do B-caroteno absorvido & convertido para
éster de retinila antes de entrar na corrente sanguinea, o que n&o ocorre com a
luteina, que ndo tem fungdo pré-vitamina A. Isto pode resultar em subestimag@o

da biodisponibilidade relativa do B-caroteno, quando comparado com a luteina.
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Em contraposigdo, Kostic et al. (1995), estudando a resposta plasmatica, a
ingestdo de B-caroteno e luteina, juntamente e em separado, observaram que
para a luteina ingerida junto com B-caroteno, a ASC foi entre 54 e 61% menor do
que quando ingerida separadamente. O trabalho de Paetau et al. (1997), mostrou
ainda que o B-caroteno, ingerido junto com a cantaxantina (uma xantofila
semelhante & luteina), inibiu o aparecimento da cantaxantina no plasma,
quilomicrons e nas subfragdes das VLDL. Kostic et al. (1995) j& tinham proposto
que aqueles participantes com pequenos valores (ASC) plasmaticos de B-caroteno
poderiam ter uma conversao mais eficiente do 3-caroteno em retinol, sendo que, a
luteina (sem fungdo provitaminica A) poderia ter uma fungdo inibitoria da
conversdo do B-caroteno no intestino. Dessa forma, uma maior quantidade de -
caroteno intacto estaria sendo absorvido e quantificado. Em apoio a idéia anterior,
estudo com hamsters (van Vliet et al., 1996) também indicou que a convers&o do

B-caroteno para retinol pode ser inibida na presenga de luteina.

Neste sentido, os resultados do trabalho aqui apresentados séo consistentes
com o relatado por Kostic et al. (1995) e Paetau et al. (1997). Além disso, o
presente estudo mostra que a proporgédo de B-caroteno/luteina €, no minimo, 10x
maior nos quilomicrons do que na folha ingerida. Este € um novo achado que
demonstra a absorcdo seletiva do B-caroteno, em prejuizo da luteina, o qual néo
contradiz resultados anteriores, pois o presente estudo foi desenvolvido com um
alimento, enquanto que estudos anteriores foram realizados com misturas de
carotendides purificados ou extrato de algas. Ressalte-se também a caracteristica
de todas as participantes do presente estudo serem pessoas eutréficas, o que
resultaria em inexpressiva conversdao de B-caroteno em retinol, poupando-se

assim a maior parte do B-caroteno para ser absorvido intacto.
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No presente estudo foi possivel constatar a existéncia de grande variagéo
inter e intra-individual, como j& relatado em outros estudos (O’Neill & Thurnham,
1998). Esses autores pesquisaram a absorgédo de luteina, licopeno e B-caroteno
purificados através da dosagem nas LRT. Eles concluiram que a ingestéo de
40mg de B-caroteno resultava em baixa absorgdo (1,4 mg) devido ao fato de o
processo ser facilmente saturavel. Esses autores chegaram a conclusao
semelhante com respeito ao licopeno e a luteina, sendo que para esta ultima a

absorvibilidade foi ainda significativamente menor.
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Concluséo

De acordo com a metodologia utilizada, podemos concluir que a
biodisponibilidade dos carotendides B-caroteno e luteina, contidos na racula
(Eruca sativa), quer crua ou cozida, ndo € tao baixa em pessoas sadias,
eutréficas, como pode ser inferido dos trabalhos de Bulux et al. (1994), de Pee et
al. (1995) e Rock et al. (1998). Vale ressaltar que, embora pareca existir
divergéncia com os resultados desses autores, 0S trabalhos citados utilizaram
técnicas que deixam margem para dulvidas. Em primeiro lugar, a determinagao
dos carotendides plasmaticos n&o é considerada como a técnica mais apropriada
para medir a absorgéo. O nivel dos carotendides plasmaticos € uma medida do
total dos carotenéides circulantes, da qual os carotendides recentemente
absorvidos representam apenas uma pequena fragao. Em segundo lugar, existem
davidas quanto & verdadeira dosagem do f-caroteno na cenoura, além dos
alimentos estudados representarem matrizes alimentares muito diferentes da
racula. Tais consideragdes podem ter induzido a erros de quantificagdo, mais
provavelmente levando a superestimagéo dos carotendides que de fato foram
fornecidos pelo alimento.

A biodisponibilidade dos carotendides, ja sendo considerada boa na rucula
crua, ndo melhorou apés o cozimento a 97°C durante 5 minutos. Este foi um fato
que ndo necessariamente se espera que ocorra com outras folhas, pois as suas
caracteristicas e componentes quimicos variam amplamente.

Constatou-se também a existéncia de uma possivel interacéo negativa do B-
caroteno sobre a absorcéo da luteina, o que leva ao enriquecimento da proporgao

B-caroteno/luteina nas LRT.
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6. Concluséo Geral

Os resultados obtidos permitem concluir que:

- A composicdo em acidos graxos na rucula mostra que o acido linolénico &
predominante (48%) neste vegetal;

_ A atividade da enzima lipoxigenase foi reduzida em 50% ap6s 15 min de
cozimento;

- A metodologia utilizada para o a-tocoferol foi eficiente e podera ser utilizada para
estudos em outras folhas;

- A biodisponibilidade dos carotendides p-carotenoc e luteina, contidos na rucula
(Eruca sativa), quer crua ou cozida, € similar a do B-caroteno sintético em pessoas
adultas sadias;

- O cozimento a 97°C durante 5 minutos n&o melhorou a biodisponibilidade dos

carotendides da rucula;

- Houve uma interag@o negativa do B-caroteno sobre a absorcao da luteina.
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aprovado os termos ao Consentimentc ivre e Esclorecigo, cssim como Todos 0s anexcs
incluldos na Pesguisa, resolve aprovar sem resfr.c;gsc ¢ Protococ de Fesguisa supracraco.

Prof. Dr. FORTUNATD £
CRESIDENTE ao C2

107



