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Resumo Geral

‘%

A deficiéncia de ferro é um distarbio econémico e educacional e constitui
um dos maiores problemas de satde publica. Muitas estratégias de intervencéao
para reduzir a prevaléncia sdo desenvolvidas por instituicdbes competentes e
responsaveis. A fortificagdo de alimentos & ferramenta indispensavel para o
controle de caréncias nutricionais, em especial a de ferro, e é praticada em
diversos paises. De modo geral, 0 sucesso da fortificacdo depende do tipo e da
concentracao do fortificante, bem como do alimento utilizado como veiculo. Pelo
fato do Brasil ser o segundo maior produtor mundial de soja, isto representa
incentivo a utilizagao dos produtos de soja como veiculos de fortificagdo. Devido a
amplitude de producdo decorrente da forte demanda do mercado interno a
Proteina Texturizada de Soja (PTS) torna-se alvo de estudo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a biodisponibilidade do ferro presente na PTS isolada, em
associacdo com proteina animal e posteriormente fortificada com Sulfato Ferroso-
heptaidratado e Bisglicinato Quelato Ferroso em ratos depletados de ferro. O
trabalho foi realizado em duas etapas, de forma que na primeira delas os objetivos
foram avaliar a biodisponibilidade do ferro contido em uma associagcao de PTS e
proteina animal na proporgao 1:1 e, avaliar a fortificacdo da PTS com Sulfato
Ferroso-heptaidratado (SF) e Bisglicinato Quelato Ferroso (QF). Os resultados
demonstraram que a proteina animal associada a PTS foi suficiente para
recuperar a anemia nao severa. Diferencas de biodisponibilidade entre o SF e o
QF n&o foram observadas. Na segunda etapa, os objetivos foram avaliar apenas a
biodisponibilidade do ferro da PTS e, avaliar a fortificagdo com SF e QF. Os
resultados indicaram que a fortificagdo mostrou-se efetiva, porém, diferencas de
biodisponibilidade entre os fortificantes foram pequenas. Concluiu-se que dietas
que contenham como fonte protéica, a associagao de PTS e proteina animal (1:1),
nao necessitam de fortificagdo, e que dietas cuja fonte protéica seja
exclusivamente PTS, sdo capazes de recuperar anemia em ratos Wistar, porém, a
recuperacao foi mais efetiva no tempo e quanto aos remanescentes de anisocitose
e hipocromia quando a PTS foi fortificada para oferecer 0,97mg de Fe/dia.

Xvi
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Iron deficiency, an educational and economic disturbance, is one of the
major public health problems. Many intervention strategies for reducing its
prevalence have been developed by competent and responsible institutions. Food
fortification represents an indispensable tool for controlling nutritional deficiencies,
especially iron deficiency, and has been practiced in many countries. Broadly, the
success of fortification depends on the type of iron compound type and its quantity
and also on the food used as the vehicle. Considering that Brazil is the second
soybean producer in the world, this should represent an incentive to research into
the use of soybean products as alternative fortification vehicles. Due to an increase
in production as result of a strong internal demand, texturized soy protein (PTS)
has become a target of study. The objectives of this work were to evaluate iron
bioavailability in PTS alone and with added meat, and subsequently to evaluate
fortification with Ferrous Sulfate (SF) and Ferrous Bisglycinate Chelate (QF). This
work was carried out in two stages. The first one aimed to evaluate iron
bioavailability in PTS associated with meat and also the fortification of PTS with SF
and QF. The results showed that meat protein associated with PTS is adequate to
recover from mild anemia. Differences between SF and QF were not observed.
The second stage aimed at evaluating iron bioavailability of PTS alone and, as in
the first stage, to evaluate the fortification of PTS with SF and QF. The results
showed that fortification was efficient, however bioavailability differences between
SF and QF were not observed. We concluded that diets with PTS + meat (1:1) as
protein source do not need fortification and that diets which have exclusively PTS
as the protein source, are capable of curing anemia in wistar rats, although the
recovery was more efficient when the PTS was fortified.
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INTRODUGAO

A Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo tem como diretriz, a
investigacao de problemas nutricionais para subsidiar o planejamento e posterior
avaliagéo das medidas de combate aos mesmos.

O Brasil possui extensos grupos populacionais, especialmente de criangas
até 24 meses, que apresentam distlrbios nutricionais decorrentes de um quadro

carencial crénico de nutrientes como Vitamina A, lodo e sobretudo o Ferro.

A principal causa da deficiéncia de ferro é a escassez dietética do mineral,
entretanto outros fatores primordiais devem ser levados em consideragao, por
exemplo, a incidéncia de aleitamento materno exclusivo, o qual apresenta indices
insatisfatérios em todas as regides do Pais (Ministério da Saude. Politica
Nacional......, disponivel em http://www.saude.gov.br).

Ao considerar que a caréncia de ferro afeta cerca de 2 bilhdes de pessoas
em todo mundo, sendo que destas, metade ja podem ser consideradas anémicas,
a anemia ferropriva constitui um dos principais problemas de satde publica. A
necessidade de intervengdo para o controle da prevaléncia da anemia é
determinada pela importancia dos efeitos da anemia sobre a qualidade de vida e
morbimortalidade: a anemia ferropriva prejudica o desenvolvimento psicomotor, a
coordenacao e o aproveitamento escolar, diminui a atividade fisica e a capacidade
de trabalho (Brunken & Szarfarc, 1999).

As estratégias de intervencao devem ser planejadas e executadas por
equipes multidisciplinares com o intuito de aumentar o consumo de ferro dietético,
por meio de dietas contendo ferro e dos nutrientes que estimulam a absor¢éo do
mesmo, podendo ocorrer necessidade de fortificagdo. O controle das infecgdes
parasitarias € imprescindivel, segue-se a necessidade do controle de outras
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caréncias nutricionais, a partir da diversificagdo dietética e de programas de

ensino sobre alimentagao saudavel.

Se for adotada a técnica de fortificacao, esta deve ser tecnologicamente
viavel e ao alcance econémico do publico alvo. Sendo assim, 0s alimentos mais
comuns utilizados em programas de fortificagdo séo farinha de trigo, sal, agucar,
arroz, condimentos, amido de milho, leite e seus derivados e cereais processados
(Cook & Reusser, 1983; Mejia, 1994; Hurrell, 1997).

Com o intuito racional de chegar a redugéo de 2/3 o indice de anemia
ferropriva nas criangas em idade escolar, o Ministério da Saude designou planos
de acao incluindo o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com ferro, o qual
foi permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria conforme Resolucao-
RDC n° 15 de 21 de fevereiro de 2000, tornando-se, posteriormente, acao
obrigatéria (Consulta Publica n° 63 de 6 de agosto de 2001), a qual entrou em

vigor no inicio deste ano como dispde a Portaria n° 14 de 3 de janeiro de 2002.

A tendéncia atual da indastria de alimentos, destinada a alimentagao
institucional, & produzir alimentos nutricionalmente adequados, de baixo custo e
boa aceitabilidade. Produtos a base de cereais destinados a refeicdes matinais
sdo regularmente fortificados com ferro, mas sao de custo relativo alto. Outra
alternativa & utilizar uma fonte protéica mais barata, a proteina de soja,
fortificando-a com ferro. O Brasil é o segundo produtor mundial de soja, cuja
producgéo da Gltima safra foi em torno de 37 milhées de toneladas, (R.C.W. Radar.
Banco...... disponivel em <http://www.rcwconsultores.com.br/radarsoja>), € 0
crescente emprego da soja em varios produtos esta estimulando o consumo

brasileiro.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Distribuicao e Fungdes do Ferro

Cerca de 30% do ferro corporal esta armazenado sob forma de ferritina
(20%) ou de hemossiderina (10%). Quanto ao local, 30% estdo no figado, 30% na
medula éssea e o restante no bago e musculos. O ferro essencial ou funcional
esta compondo a hemoglobina (60%), a mioglobina (5%) e as enzimas (5%).
Ainda uma pequena parte (<0,1%) esta ligada a transferrina na circulagao (Fomon,
1993; Czakja-Narins, 1998; Latunde-Dada et al., 1998).

O ferro heme (hemoglobina e mioglobina) é incorporado através da
ingestao de alimentos de origem animal e o ferro nio heme provém principalmente
dos alimentos de origem vegetal. Seja uma ou outra a origem, o fato é que o ferro
estara em todos os alimentos sob as formas idnicas Fe Il e Fe Ill (Lee e
Clydesdale, 1980). Os diferentes estados de oxidagdo do ferro permitem a
formagao de diversos complexos que podem modificar sua biodisponibilidade ou
alterar as propriedades organolépticas do alimento.

Ferro

A
' ™
Elementar Néao
Fe® elementar
A
' ™
Insollvel Soluavel
A
p
Complexado lénico
A
- Kie
Férrico Ferroso
Adaptado de Lee & Clydesdale, 1980 Felll Fell

FIGURA 1. Diferentes formas do ferro nos alimentos



Revisdo Bibliografica

w

Embora existam numerosas proteinas contendo ferro em sua estrutura, as 4
classes de proteinas mais importantes sdo as enzimas heme (citocromos, sistema
microssomal P-450 e peroxidases exceto glutationa), enzimas nao heme (ferro-
enxofre e metaloproteinas), enzimas ferro-dependente (triptofano pirrolase) e
proteinas heme (hemoglobina e mioglobina). Ha varias formas de proteina heme,
mas nos humanos, a forma predominante é a protoporfirina IX (PP-1X) (Czajka-
Narins, 1998; Simoes, 1998).

A funcio de maior importancia desempenhada pelo ferro no organismo & o
transporte de oxigénio e dioxido de carbono, os quais se ligam ao anel de
protoporfirina IX (PP-IX) que contém 0,34% de ferro em sua estrutura,
caracterizando o grupo prostético da hemoglobina no interior da célula vermelha.
A hemoglobina é uma proteina tetramérica com 2 pares de subunidades idénticos
(e 2 e B 2), de forma que cada subunidade possui um grupo prostético Fe-PP-IX, o
qual o ferro no estado Fe Il se liga reversivelmente ao oxigénio (Fairweather-Tait,
1995; Beard et al., 1996).

A mioglobina tem como fung&o o armazenamento de oxigénio no musculo
garantindo a eficiéncia da contragdo muscular, uma vez que a atuacao da
mioglobina pode ocorrer independentemente da liberagao de oxigénio circulante
da hemoglobina (Cunha & Cunha, 1998).

Entre as 40 proteinas distintas que participam da cadeia respiratoria, seis
sao heme proteinas e outras seis sdo proteinas ferro-sulfuradas. Prosseguindo-se
quanto a participagdo do ferro, quase todas as peroxidases (excecao feita a
glutationa peroxidase) contém ferro em sua estrutura (Voet & Voet, 1995;
Fairweather-Tait, 1995; Beard et al., 1996).
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2. Mecanismos de Absorcio, Fisiologia e Metabolismo do Ferro

Bothwell em 1995 citou que Mccance & Widdowson (1937) ja tinha admitido
que a capacidade de excregdo de ferro pelo intestino era muito mais limitada do
que eles haviam previsto. Hoje todos admitem que a economia do ferro é regida
por muitos 6rgéos correlacionados. Para iniciar, esta demonstrado que a absorgéao
do ferro é previamente condicionada com o nivel dos estoques de ferro e
consequentemente taxa de eritropoiese. (Monsen & Balintfy, 1982; Bothwell,
1995). Pode-se, entretanto, afirmar que os niveis de estoques de ferro sdo muito
influentes na absorgéo do mesmo (Bothwell, 1995). Skikne & Cook (1992) citados
por Bothwell (1995) realizaram experimentos com humanos e observaram um
aumento de cinco vezes na absorgdo de ferro ndo heme quando a atividade
eritropoiética foi estimulada através de uma injecéo de eritropoetina humana na
medula.

A absorgdo do ferro ocorre predominantemente no duodeno e parte
proximal do jejuno. Em geral apenas uma pequena parte do ferro dietético é
absorvido: adultos com estado férrico normal absorvem cerca de 15% do ferro
heme, podendo atingir absorgdo de 35-50% em individuos cujo estoques de ferro
é deficiente; quanto ao ferro ndao heme, a absorgéo é em torno de 2% podendo
atingir 20% quando o estado férrico esta deficiente (Monsen & Balintfy, 1982;
Fomon, 1993; Czajka-Narins, 1995).

Muitos trabalhos mostram que a absorgo do ferro no trato gastrintestinal
acontece em 2 estagios distintos: absorgdo do ferro heme, que fornecera ferro
para hemoglobina, mioglobina e enzimas e absorgao do ferro nio heme, destinado
a todas os outros compostos de ferro. (Fomon, 1993; Fairweather-tait, 1995;
Bothwell, 1995; Beard et al., 1996; Benito & Miller, 1998; Latunde-Dada et al.,
1998).
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Hoje pensa-se que a absorgao do ferro heme nao sofre influéncia de fatores
dietéticos e & absorvido como um complexo heme intacto pela mucosa devido sua
solubilidade em meio alcalino, através de receptores heme identificados nas
vilosidades intestinais de forma a ser dissociado do anel de porfirina dentro da
célula pela a agdo de uma heme oxigenase. Quanto a absorgao do ferro nao
heme, esta se daria em 3 estagios: passagem do intestino para a mucosa celular,
passagem através da célula e liberagao para a circulagao (Beard et al., 1996;
Benito & Miller, 1998; Latunde-Dada et al., 1998).

A) Fe: o passageiro que vai do lumen intestinal ao interior do
enterécito. Sendo comum o ferro estar sob a forma férrica nos alimentos, ele
estara sujeito a precipitagdo em pH acima de 3 caso nao esteja quelado. Conrad
et al. (1991) descreveram que mucinas gastricas desempenham um papel
relevante na absorcéo do ferro, porque podem ligar-se ao nutriente em pH acido
mantendo-o soltvel em pH neutro e garantindo sua disponibilidade quando atingir
lamen duodenal. O processo mediado por carreadores € 0 passo mais elucidado
da absorgdo do ferro e envolve proteinas transportadoras. Outras foram também
descritas: Simpson et al. (1988) hipotetizaram que acidos graxos livres poderiam
estar envolvidos na absorgdo do ferro através da formagéo de um complexo Fe ll
— acido graxo que atravessaria a membrana da célula. Outra hipétese apresentada
por Huebers et al. (1983) refere-se a participa¢ao de transferrina na absorg¢ao do
ferro. Suas hipoteses foram baseadas na liberagéo da apotransferrina no duodeno
a qual se ligaria ao ferro e voltaria para a célula por endocitose. Dentro da célula o
ferro seria liberado da transferrina e transportado para o sangue se necessario ou
permaneceria em estoque. Existe também uma hipotese de que o ferro entraria no
enterécito através dos receptores da lactoferrina, os quais ja foram identificados
nos enterécitos. Porém, considera-se necessaria maior evidéncia sobre esta via
de absorgao (Cox et al., 1979 citado por Fairweather-tait, 1995).

B) Fe: o passageiro em transporte. A presenca de receptores de

transferrina na membrana basolateral do enterécito infere que a transferrina € a
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proteina carreadora do ferro absorvido (Latunde-Dada, 1998). Paradoxalmente
estudos mostraram que a transferrina nio poderia estar envolvida no transporte
intraeritrécito, uma vez que a liberagao do ferro na corrente sanguinea é muito
rapida e as condigdes de pH do lado seroso da célula ndo permite que a
transferrina libere o ferro rapidamente (Conrad, 1993; Latunde-Dada et al., 1998).
Segundo Benito & Miller (1998), estudos tem demonstrado que uma grande
quantidade de ferritina foi encontrada no especificamente no duodeno, o que
sugere que a ferritina esta diretamente relacionada com a absorgado do ferro
através da sua capacidade de se ligar com grandes quantidades do mineral.
Conrad et al. (1990 e 1993) sugeriram outras duas proteinas ligadoras de ferro
bioguimicamente e imunologicamente diferentes da ferritina e transferrina, as
quais sdo chamadas de mobilferrina e integrina e foram identificadas na mucosa
duodenal. Considerando estas hipoteses estudos associaram que a absorgéo do
ferro esta envolvida com as 4 proteinas citadas de forma que o inicio do processo
ocorre no estdmago, onde as mucinas gastricas se ligam ao ferro tornando-o
soluvel até o pH alcalino do duodeno. Na mucosa duodenal a integrina transporta
o ferro para dentro da célula que sera recebido pela mobilferrina que o langa para
o citosol. O papel da ferritina seria sequestrar uma possivel quantidade excesiva
de ferro dentro célula, uma vez que esta proteina tem a capacidade de se ligar
com grandes quantidades de ferro, com o objetivo de prevenir danos celulares
causados pela oxidadacao do ferro livre (Beard et al., 1996; Benito & Miller, 1998:
Latunde-Dada et al., 1998).

C) Fe: liberagdo para a circulagao. Morgan (1980) citado por Benito &
Miller (1998) descreveu o ciclo da transferrina como responsavel pela liberacdo do
ferro na corrente sanguinea. Esta via consiste na entrada do ferro na célula ligado
a transferrina, que por sua vez esta ligada aos receptores desta proteina, por um
processo de endocitose. Estes endossomas secretam &cido favorecendo a
liberagé@o do ferro da transferrina para a circulagéo e o processo se repete apés a
reciclagem da apotransferrina dentro da membrana plasmatica.
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Apos a liberagao na circulagao o ferro sera incorporado a hemoglobina e
outros complexos que necessitem de ferro ou sera armazenado. O ferro é
estocado sob a forma de ferritina, uma forma soluvel e mével, ou sob a forma de
hemossiderina, uma forma insoltvel e agregada. A molécula de ferritina consiste
uma proteina de peso molecular 480 kDa a qual possui 24 subunidades com peso
molecular 19 kDa. A apoferritina humana possui uma cavidade concava onde o
ferro é estocado predominantemente no estado férrico em um complexo com
hidroxifosfato que o protege da interagdo com outros componentes celulares.
Cada molécula de ferritina pode estocar 4300 atomos de ferro. Quando este ferro
& necessario, € convertido em estado ferroso e passa através dos poros da
molécula de apoferritina. Grande parte de ferritina esta presente no figado, bago e
medula 6ssea, mas também pode ser encontrada em baixas concentracbes no
plasma e urina. A hemossiderina € a forma degradada de ferritina proveniente da
fagocitose por lisossomos de aglomerados de ferritina. Portanto € uma mistura
indefinida de proteinas, lipides e ferro. O ferro da hemossiderina € menos
disponivel que o da ferritina devido a membrana do lisossomo. O acido ascérbico
tem um papel importante na inibigao da fagocitose lisossomal dos aglomerados de
ferritina, preservando entdo o estoque adequado de ferro na forma de ferritina
(Fomon, 1993; Czajka-Narins, 1998:; Fairweather-tait, 1995; Cunha & Cunha,
1998).

3. Requerimento e Ingestéo de Ferro

Sendo a excre¢ao de ferro muito restrita, o requerimento do nutriente deve
ser suficiente para repor as perdas pelas fezes que inclui o ferro ndo absorvido da
dieta e também a descamagao celular do epitélio gastrintestinal, ou ainda a perda
através da pele e faneros e trato urinario. Para as mulheres ap6s a menarca deve-
se acrescentar a perda menstrual e a perda durante a gravidez pela transferéncia
placentaria a circulagdo. Homens adultos perdem, e portanto absorverao 1,0mg de
ferro por dia. Mulheres adultas com periodos menstruais normais necessitam de

1,5 a 2,0mg de ferro por dia. As necessidades de lactentes com menos de 6
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meses de idade e adolescentes sdo 0,6mg e 1,2mg de ferro por dia
respectivamente. O requerimento de ferro para gestantes durante o segundo e
terceiro trimestre da gestacdo é 4,0 a 6,0mg/dia sendo dificil alcancar este
requerimento apenas com ferro dietético. Estudos discutem que os estoques de
ferro da gestante podem suprir este periodo de alto requerimento: desta forma,
gestantes que apresentam valores de ferritina sérica de 30 a 40 ug/l conseguem
garantir seus requerimentos. Em contrapartida, a maioria das mulheres,
especialmente de paises em desenvolvimento, nao apresentam estoques de ferro
normais e portanto, a suplementagao diaria é recomendada (Recomended Dietary
Allowances, 1989; Czajka-Narins, 1998; Cunha & Cunha, 1998; Schultink & Gross,
1996).

O Food and Nutrition Board, desde 1941 tem publicado atualizages das
Recommended Dietary Allowances (RDA). As recomendagdes sobre a ingestao de
ferro, segundo a RDA de 1989, estao apresentadas na Tabela 1.

Em revisdo da RDA o Food and Nutrition Board criou, entre 1998 e 2000, a
DRI (Dietary References Intakes), que representa a nova estimativa da quantidade
de ingestdo de nutrientes, a qual leva em consideragao 4 classes (Yates et al.
1998; Trumbo et al. 2001; Amaya-Farfan et al., 2001):

RDA, Recommended Dietary Allowance: consumo alimentar suficiente para
satisfazer os requerimentos de 97 a 98% da populagao saudavel.

UL, Tolerable Upper Intake Level ou “Limite de Ingestdao Maxima”: assiste

niveis altos de ingestao individual que n&o resultardo em efeitos adversos.

EAR, Estimated Avarage Requirement ou “Estimativa do Requerimento
Médio™: quantidade de nutriente suficiente para atender o requerimento de
50% da populagéo sadia em cada estagio da vida.
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Al, Adequate Intake ou “Ingestao Adequada” baseada em dados
experimentais de estimativas de ingestdo de nutrientes, considerada
adequada, para grupos de pessoas saudaveis e é utilizada quando a RDA

nao pode ser calculada.

A Tabela 2 traz os valores de ingestao de ferro recomendados pelas DRI.
Os valores apresentados constituem a RDA ou Al, visto que os valores de EAR e

UL nao constam na tabela principal.

TABELA 1. Recommended Dietary Allowance (RDA) para ferro segundo o Food and
Nutrition Board (1989)

Idade (anos) Ferro (mg/dia)
Lactentes
0,0-0,5 6
05-1,0 10
Criancas
1-3 10
4-6 10
7-10 10
Homens
11-14 12
15-18 12
19-24 10
25-50 10
51+ 10
Mulheres
11-14 15
15-18 15
19-24 15
25-50 15
51+ 10
Gestagao 30
Lactagao
Primeiro Semestre 15

Segundo Semestre 15
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TABELA 2. Dietary Reference Intakes (DRI) para ferro segundo o Food and Nutrition
Board (2000)

Estagio de Vida Ferro (mg/dia)
Bebés
0-6 meses 0,27
7-12 meses 11
Criangas
1-3 anos 7
4-8 anos 10
Homens
9-13 anos 8
14-18 anos 1
19-30 anos 8
31-50 anos 8
51-70 anos 8
> 70 anos 8
Mulheres
9-13 anos 8
14-18 anos 15
19-30 anos 18
31-50 anos 18
51-70 anos
> 70 anos 8
Gestagao
<18 anos 27
10-30 anos 27
31-50 anos 27
Lactagao
<18 anos 10
10-30 anos
31-50 anos

*Valor de A/
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4. Deficiéncia de Ferro

A Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 1968, definiu o termo anemias
nutricionais como “uma condigdo na qual o conteudo de hemoglobina do sangue
estd abaixo do normal como resultado da deficiéncia de um ou mais nutriente
essencial, considerando a causa de cada deficiéncia”. A partir disso uma série de
estudos administrados pela OMS foram realizados com 0 objetivo de determinar
os diferentes tipos de deficiéncia, e concluiu-se que a deficiéncia predominante
era a de ferro chegando a ser cerca de 10 vezes mais alta que a do folato ou
vitamina Bz . Segundo Stoltzfus (2001), o estudo realizado por DeMaeyer &
Adiels-Tegman (1985) constatou que a deficiéncia de ferro é a causa mais comum

das anemias nutricionais.

De acordo com muitos autores a deficiéncia de ferro € o maior problema
nutricional de saude publica, e € de ordem econdmica e educacional, de paises
desenvolvidos e desenvolvimento. Sua principal prevaléncia ocorre em mulheres
gravidas e criangas em idade pré-escolar (Cook & Reusser, 1983; Stephenson,
1995: Queiroz & Torres, 1995; Ziegler & Fomon, 1996; Viteri, 1997; Freire, 1997;
Benoist, 2001; Stoltzfus, 2001).

No Brasil, nos ultimos 20 anos, a prevaléncia de anemia vem aumentando.
Na década de 70 a ocorréncia de criangas com hemoglobina abaixo de 11g/dl na
cidade de Sao Paulo era 22%; atualmente atinge 35%. O Grupo de Atengao a
Nutrigdo da Secretaria de Estado de Salde de Sao Paulo, entre 1991 e 1994
realizou investigagoes sobre a prevaléncia de anemia em criangas atendidas nas
Unidades Basicas de Saude: cerca de 60% das criangas eram anémicas, o0 que
permitiu que os autores concluissem que a anemia ferropriva € a principal
patologia em criangas abaixo de 2 anos de idade em todo o Estado de Sao Paulo
(Queiroz & Torres, 1995). De acordo com Batista Filho & Ferreira (1996) citado por
Simées (1998), a prevaléncia de anemia em gestantes e parturientes em

Pernambuco é 30,3% e 38,4% respectivamente. Atualmente, de acordo com
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dados do Ministério da Saude, aproximadamente 50% das criangas brasileiras
entre 6 e 24 meses apresentam deficiéncia de ferro e anemia (Ministério da
Saude. Politica Nacional......, disponivel em http.//www.saude.gov.br)

O estagio inicial da deficiéncia de ferro & chamado deplegdo de ferro e
caracteriza-se pela redugéo dos estoques de ferro. A concentracao de ferro sérico
e hemoglobina, porém sao normais. O estagio a seguir € denominado deficiéncia
de ferro sem anemia, o qual apresenta eritropoiese normocitica deficiente de ferro;
0s niveis séricos de ferro e a saturacao da transferrina, porém estarao diminuidos.
O dltimo estagio da deficiéncia nutricional de ferro € a anemia ferropriva
propriamente dita em que a concentracao sérica de ferro e a saturacao da
transferrina estdo reduzidas. Os valores de hemoglobina e hematocrito também
estao reduzidos e os indices hematimétricos VCM (Volume Corpuscular Médio),
HCM (Hemoglobina Corpuscular Media) e CHCM (Concentraggo de Hemoglobina
Corpuscular Média), abaixo dos niveis normais sao caracteristicos de células
microciticas e hipocrémicas, (Williams et al., 1983; Rapaport, 1987; Herbert, 1987;
Halberg et al., 1993; Roodenburg, 1995: Pippard, 1995).

As infecgdes parasitarias, além do aporte dietético de ferro insuficiente
aprofundam o estado anémico, sobretudo em mulheres e criangas pré-escolares.
A relacdo entre intensidade da infeccao parasitaria e concentracao de
hemoglobina é notéria em estudos epidemiolégicos. Segundo Layrisse & Roche
(1964) a concentracdo de hemoglobina estd intimamente relacionada com 0
numero de ovos do parasita nas fezes. Programas de controle da deficiéncia de
ferro causada por infecgdes parasitarias niao sao muito comuns, no entanto,
programas de controle das infecgdes parasitarias tem-se mostrado efetivo na
correcdo da anemia, embora haja a necessidade de intervenges miuiltiplas
(Stoltzfus, 1997).

Sendo o ferro, componente essencial de varias enzimas, muitos érgaos ou

sistemas apresentam alteragées funcionais e estruturais quando o organismo nao
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recebe suficiente aporte do nutriente. A deficiéncia de ferro tornando-se severa,
podera provocar alteragdes na estrutura e fungdes do tecidos epiteliais, em
especial da boca, lingua e estdmago, e ainda, redugao da resposta imunologica,
visto que o ferro é essencial para o desenvolvimento e integridade do tecido
linféide; ocorrerdo também alteragbes de termoregulagéo devido a redugao
significativa de horménios tireoideanos. Entretanto, as principais consequéncias
da deficiéncia de ferro estdo relacionadas com o desenvolvimento psicomotor e
cognitivo durante a infancia, uma vez que, a frequéncia da deficiéncia de ferro
ocorre nos 2 primeiros anos de vida, ou seja, durante o periodo de crescimento do
cérebro e desenvolvimento psicomotor (Dallman, 1989; Cook et al., 1992; Czakja-
Narins, 1995; Brunken & Szarfarc, 1999).

Segundo Brunken & Szarfarc (1999), muitos pesquisadores desenvolveram
trabalhos em que se relacionava anemia ferropriva e desenvolvimento psicomotor
em criancas. Em todos os tabalhos, foi encontrada a relagao entre deficiéncia de
ferro e redugdo de capacidade psicomotora; a duragao e severidade da deficiéncia
consistiam variaveis importantes no processo. Ndo ha certeza quanto a
reversibilidade das alteragdes, visto que mesmo apés longos periodos de

tratamento, as criangas ainda apresentavam deficiéncias cognitivas.

Ha Indicios sobre a associagao da anemia por deficiéncia de ferro com
mortalidade infantil, no entanto, ndo ha substancialidade nas evidéncias. Brabin et
al. (2001) analisaram os relatos que discutiam anemia como fator de risco para a
mortalidade infantil através de estudos seccionais e longitudinais. Os resultados
mostraram que criangas com valores de hemoglobina abaixo de 5g/dl
apresentavam maior risco de mortalidade. Porém, ocorreu que mais da metade
das criancas analisadas, oriundas de paises em desenvolvimento, apresentaram
anemia decorrente ndo s6 da deficiéncia nutricional de ferro, mas também da

malaria, visto que a maioria das pesquisas ocorreu na Africa.
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Em adultos é conhecida a relagio entre deficiéncia de ferro e capacidade
fisica de trabalho. Hass & Brownlie (2001) realizaram recente estudo em animais
e humanos. Demonstraram, estes autores, que a deficiéncia de ferro, seja leve,
moderada ou severa, causam alteragbes de capacidade aerobica, eficiéncia
energética, atividade voluntaria e produtividade. Visto que o problema da
deficiéncia de ferro é de ambito publico, nascem estimulos plausiveis para
associar os resultados obtidos no laboratério com efeitos socio-econémicos. Zhu &
Haas (1998), evidenciaram que a quantidade de energia que um individuo
anémico necessita &€ 5% maior do que um individuo n3o anémico ao realizarem a
mesma fungdo. Em conclusdo, a anemia ferropriva é devastadora durante a
primeira infancia e na vida adulta permanece como patologia grave e inaceitavel
em termos de salde e dignidade humana.

Apés a Organizagdao Panamericana de Salde e Organizagao Mundial de
Saude designarem o problema da deficiéncia de ferro e anemia como prioridade
para o desenvolvimento de planos de agdo, o World Summit for Children em 1990
assegurou a redugao da prevaléncia de mulheres gravidas anémicas em 1/3 até o
ano 2000. A mesma meta foi aspirada pela World Health Assembly em 1991 e no
International Conference on Nutrition em 1992. A estratégia desenvolveu-se
através de programas de suplementagédo e fortificacao, diversificagao dietética,
comunicagdo em massa € acompanhamento epidemiolégico. No entanto, os
planos de acéo ndo se desenvolveram de forma a retirar a anemia ferropriva da
categoria de principal problema nutricional de sadde publica. Assim sendo, em
2000 a Organizagdo Mundial de Saltde e o Intemnational Nutritional Anemia
Consultative Group patrocinaram o Belmont Conference Center que objetivou, em
termos de saude publica, esclarecer a gravidade das consequéncias da deficiéncia
de ferro e anemia (Freire, 1997; Benoist, 2001).
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5. Avaliagdo do Estado Corporal de Ferro

O estado férrico corporal & considerado normal quando a eritropoiese se
transcorre sem limitagdes e quando ha reserva de ferro suficiente para manter as

fungoes fisioldégicas normais. (Worwood, 1995).

Visto que a caréncia nutricional de ferro instala-se gradual e
progressivamente, a avaliagéo do estado corporal do nutriente pode ser realizada
através de parametros bioquimicos e hematolbgicos, os quais devem ser
analisados juntos. A escolha dos parametros deve ser feita de maneira rigorosa,
considerando caracteristicas tanto intrinsecas quanto extrinsecas da populagao.
(Paiva et al., 2000).

Desde a década de 70 o National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) tem discutido parametros para a avaliagao do estado férrico de grupos
populacionais. A populagdo analisada e o acréscimo ou restricao de alguns
parametros hematolégicos ou bioquimicos constituem o diferencial entre os
estudos. O objetivo da padronizagéo dos parametros, para avaliacao do estado
corporal de ferro, permaneceu em pauta (Looker et al., 1995). A Tabela 3
apresenta os indicadores para a avaliagao do estado corporal de ferro propostos
nos 4 estudos realizados pelo NHANES.

De acordo com Worwood (1997), o estado de ferro corporal pode ser
estimado através da avaliagdo do conteudo de ferro funcional que compreende
concentracdo de hemoglobina, indices hematimétricos (VCM e HCM),
protoporfirina eritrocitaria, ferritina eritrocitaria e receptor de transferrina sérica,
ferro tecidual que compreende ferro sérico, capacidade total de ligacéao de ferro e
saturacao da transferrina e ferro estocado compreendendo flebotomia quantitativa,
ferro contido no figado e medula 6ssea e ferritina sérica.
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A flebotomia é o tinico método quantitativo “in vivo” para avaliar o estado de
ferro corporal de forma que a quantidade de ferro disponivel para a sintese de
hemoglobina pode ser determinada através da remocao de sangue com o objetivo
de induzir anemia fazendo com que o organismo tenha que mobilizar ferro dos
estoques hepaticos e esplénicos, no entanto, o uso desta metodologia se torna
inviavel ja que o processo ¢ invasivo (Worwood, 1997; Paiva et al., 2000).

TABELA 3. Indicadores para a avaliagdo do estado de ferro propostos pelos quatro
estudos do NHANES / (1971-1975), NHANES /i (1976-1980), HHANES (1982-1984) e
NHANES IIf (1988-1994)

Indicadores NHANES I' NHANES II” HHANES? NHANES ™

Indicadores hematolégicos

Hemoglobina X X X X

Hematécrito X X X X

Contagem de células vermelhas X X X X

Volume celular médio (VCM) X X X

Hemoglobina corpuscular média (HCM) X X X

Concentracéo de hemoglobina X X X
corpuscular media (CHCM)

Distribuigao de células vermelhas X
Indicadores bioquimicos

Ferro sérico X X X X

Capacidade total de ligagao de ferro X X X X

Saturagao da transferrina X X X X

Protoporfirina eritrocitaria livre X X X

Ferritina sérica X X X
Indicadores de infec¢ao ou inflamagéo

Contagem de células brancas X X X X

Taxa de sedimentacgao eritrocitaria X

Proteina reativa C X

Fibrinogénio plasmatico X

: Populagéo alvo do estudo: grupos civis néo institucionalizados dos EUA

£ Populagdo alvo do estudo: grupos hispanicos dentro dos EUA (mexicanos, cubanos e porto
riquenhos)
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Outro método considerado como “padréo ouro” para a avaliagéo do estado
nutricional de ferro é o teste “in vitro” em que se determina a hemossiderina da
medula éssea, ja que deficiéncia de ferro na medula 6ssea esta relacionada de
modo incontestavel com a deplecdo do nutriente. A dificuldade de coleta do
material necessario para a analise a torna inviavel, em primeira instancia, visto
que a pungédo da medula vermelha é dolorosa e exige pessoal treinado (Paiva et
al., 2000).

A concentragdo de hemoglobina € o parametro universalmente utilizado na
avaliacdo do estado férrico, embora este parametro apresente alteragdoes somente
no estagio final da deficiéncia de ferro. O uso isolado da concentracao de
hemoglobina pode nao garantir especificidade e sensibilidade suficientes para
julgar a deficiéncia. Segundo Cook & Finch (1979), quando outros indicadores sao
considerados em conjunto com a concentragédo de hemoglobina, a prevaléncia da
deficiéncia de ferro e anemia aumentaria de modo significativo. Os autores
concluiram que pelo menos outros dois indicadores deveriam ser também

utilizados.

Uma vez que a preocupagao da comunidade cientifica esta em investigar a
prevaléncia de anemia e também em identificar o estado nutricional de ferro de
grupos populacionais, diferentes parametros laboratoriais tém sido utilizados em
conjunto, com o objetivo de discriminar os distintos estagios da deficiéncia de ferro
assim como as caracteristicas particulares da populagao estudada. (Paiva et al.,
2000).

6. Programas Nutricionais de Suplementacio e Fortificagao

As estratégias de controle da deficiéncia de ferro e anemia concentram-se
em melhorar os habitos alimentares da populacdo de forma a garantir o aporte
suficiente dos nutrientes responsaveis pelo processo normal de eritropoiese. E

importante ressaltar que estas praticas incluem principalmente aleitamento
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materno, estimulo a diversificagdo dos alimentos fontes e de alimentos que
possam aumentar a biodisponibilidade do ferro e a exclusdo da dieta de fatores
inibidores de absorgao (Viteri, 1997).

Ao planejar programas de intervengao para sanar o problema da deficiéncia
de ferro, uma série de atividades deverdo ser realizadas para estabelecer as
caracteristicas do grupo populacional alvo, as quais incluem a determinagéo da
prevaléncia da deficiéncia, quantidade de ferro dietético ingerido, grau de
absorgdo do nutriente, tipos e frequéncia de alimentos consumidos de forma a
auxiliar a escolha do veiculo. A partir dai, o proximo passo sera escolher o tipoea
dose do fortificante e um veiculo tecnologicamente aprovado e, finalmente, os
recursos para a avaliagao da eficiéncia do programa (Cook & Reusser, 1983).

Segundo Viteri (1997), as autoridades responsaveis pelo planejamento de
estratégias para o controle da anemia preocupam-se muito com programas
curativos de suplementagdo, embora os programas preventivos tenham
importéncia fundamental para a comunidade. O autor relata nao haver
sistematizacdo de dose ou frequéncia de suplementacao que vise o determinado
publico de risco, como por exemplo, criangas em idade pré-escolar, adolescentes
e mulheres em idade fértil. Entretanto, a suplementacdo e a fortificacao de
alimentos ainda constituem ferramenta indispensavel para o controle de caréncias
nutricionais especificas como a de ferro. Contudo, quando o objetivo é
suplementar ou fortificar, uma série de fatores devem ser levados em
consideragdo, os quais incluem aspectos legais, tecnologicos e
consequentemente o impacto causado pelos programas de intervencao na
sociedade (Mejia, 1994).

A fortificacdo nutricional é milenar. A primeira mencao de adicdao de
nutriente em alimentos foi na Pérsia, antes de Cristo, onde tinha-se o habito de
acrescentar ferro ao vinho para “aumentar a forga dos soldados”. Em meados do

século IX, um médico francés sugeriu a adigdo de iodo ao sal visando a prevengao
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do bécio. A suplementagao foi realmente estabelecida entre 1934 e 1944 como
procedimento de corregéo, prevengao de deficiéncias nutricionais na populagao ou
restauracao de nutrientes perdidos durante o processamento dos alimentos
(Mejia, 1994).

Uma vez que o objetivo € adicionar nutriente para promover a manutencao
ou o aumento do valor nutricional do alimento de forma a corrigir ou prevenir
caréncias nutricionais, & importante salientar que existem diferengas entre os
termos suplementacdo e fortificacédo, sendo que essas diferencas apresentam-se

de acordo com a legislagéo vigente especifica de cada localidade.

A Legislacao Brasileira determina por meio da Portaria n° 31 de 13 de
janeiro de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, do Ministério da Saude que
a definicao de fortificacdo seja a seguinte: “Considera-se alimento
fortificado/enriquecido ou simplesmente adicionado de nutrientes todo alimento ao
qual for adicionado um ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou
nao no alimento, com o objetivo de reforgar o seu valor nutritivo € ou prevenir ou
corrigir deficiéncia(s) demonstrada(s) em um ou mais nutrientes, na alimentagao
da populagdo ou em grupos especificos da mesma.” E ainda que a quantidade
permitida a ser adicionada por 100ml ou 100g de alimento, fornega no minimo
15% da IDR se o alimento for liquido, ou no minimo 30% das IDR se o alimento for
solido. Da mesma forma, a Portaria n° 32 de 13 de janeiro de 1998, define o termo
suplementagao como: “Suplementos Vitaminicos e ou de Minerais para fins deste
regulamento, doravante denominados simplesmente de “suplementos’, s&o
alimentos que servem para complementar com estes nutrientes a dieta diaria de
uma pessoa saudéavel, em casos onde sua ingestao, a partir da alimentagéo, seja
insuficiente ou quando a dieta requer suplementagdo. Devem conter um minimo
de 25% e no méximo até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de
vitaminas e ou minerais, na porgdo diéria indicada pelo fabricante, ndo podendo

substituir os alimentos, nem serem considerados como dieta exclusiva.”
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Atualmente os fortificantes de ferro estio sendo utilizados em larga escala,
com base no conhecimento de sua biodisponibilidade através das numerosas
técnicas de determinacao. Visto que fortificar alimentos com ferro,
tecnologicamente, & mais complexo que fortificar alimentos com outros nutrientes,
0 sucesso da fortificagdo depende tanto do tipo de composto a ser adicionado
quanto da natureza do alimento a ser fortificado. As propriedades organolépticas,
a biodisponibilidade e o custo s3o os principais fatores a considerar na escolha do
fortificante. H4 um bom numero de compostos de ferro adicionaveis a alimentos.
Os mais utilizados podem ser apresentados em quatro grupos: os sollveis em
agua (sulfato ferroso, gluconato ferroso, citrato férrico de aménia e sulfato ferroso
de aménia); os pouco sollveis em agua, porém solGveis em solugdes acidas
(Succinato ferroso, fumarato ferroso e sacarato feérrico); os insoltveis em agua e
pouco sollveis em solugdes acidas (ortofosfato férrico, pirofosfato férrico e ferro
elementar); ferro hematinico (hemoglobina e mioglobina); e quelatos (ferro sédio
etilenodiaminotetraacetato — FeNaEDTA) (Cook & Reusser, 1983; Mejia, 1994;
Hurrel, 1997).

O sulfato ferroso é o mais utilizado devido a oferta e ao baixo custo; tende a
causar alteracdes organolépticas e fisicoquimicas indesejaveis nos alimentos
devido a sua alta reatividade quimica, assim como os outros sais de ferro. O
FeNaEDTA é um fortificante muito utilizado devido a sua estabilidade durante
processamentos térmicos e pouca alteracado no alimento. Tem uma absorgao 2-3
vezes melhor que o sulfato ferroso, porém tem custo muito elevado (Brunken &
Szarfarc, 1999).

Os aminoacidos quelatos sao atraentes pela construgdo bioquimica e
seriam indicados para programas de fortificagdo devido a elevada
biodisponibilidade e auséncia de alteragdes organolépticas do alimento. O fato se
deve a baixa reatividade quimica, porque o ferro esta protegido por aminoacidos
através de aneis heterociclicos, o que reduz a irritagdo gastrica e reacoes
adversas com componentes dietéticos, garantindo a estabilidade do composto até
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o momento da absorgao (Pineda et al., 1994; Olivares et al., 1997; lost et al.,
1998: Pizarro et al., 1998; Jeppsen & Borzelleca, 1999).

A metodologia de compostos microencapsulados tem sido testada em
humanos e trata-se de uma nova forma de administracdo de ferro via oral.
Consiste em capsulas de ferro com liberagao lenta para o organismo e oferece
maior retencédo do micronutriente no estomago, promovendo melhor absorg&o. Os
resultados demonstraram que a absorgéo do ferro microencapsulado € satisfatoria
e que constitui uma alternativa efetiva para os programas de fortificacdo de
alimentos. Nao foram observadas influéncias de fatores dietéticos ou alteragoes
de propriedades organolépticas do alimento em estudos com ferro
microencapsulado (Brunken & Szarfarc, 1999; Bioch et al., 1999).

Para garantir a eficiéncia e eficacia do plano de intervengao, fatores como
intensidade de consumo do produto e viabilidade tecnolégica para adi¢ao de
nutriente sdo minuciosamente analisados. O veiculo ndo devera ser caro € nem
devera ter seu preco elevado apés o processo de fortificagéo, tentando assim
garantir o acesso por parte do publico alvo. Assim, os principais alimentos
utilizados em programas de fortificagdo s@o farinha de trigo, sal, agucar, arroz,
condimentos, amido de milho, leite e derivados, e cereais processados (Cook &
Reusser, 1983; Mejia, 1994; Hurrell, 1997).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (MS), aproximadamente
90% das anemias nutricionais s@o causadas por deficiéncia de ferro. Assim, a
Politica Nacional de Alimentagdo e Nutricdo priorizou planos de agao para o
controle da deficiéncia nutricional do ferro. O Ministério da Saude realizou agoes
estratégicas de intervengao, visando o controle da anemia ferropriva, de forma que
as instituigdes comprometidas com os planos de agao, desenvolveram duas
taticas operacionais.

A primeira ag3o iniciou-se em 1998 na Regi&o Nordeste, em conjunto com o
Projeto de Redugao da Mortalidade na Infancia (PRMI) e Programa Satde Familia
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(PSF), e teve como objetivo principal a reducéo da incidéncia da anemia ferropriva
de criangas entre 6 e 24 meses através da suplementagdo medicamentosa
semanal de sulfato de ferroso. Paralelamente, o Projeto desenvolveu atividades de
aconselhamento dietético as familias que tinham criangas entre 6 e 24 meses de
idade, de forma a distribuir material educativo acompanhando o suplemento. Ao
iniciar o trabalho, a pretensao de cobertura acercava 300.000 criangas, sendo que
ap6s 1 ano de implementagao do Projeto o numero de criangas atendidas
ultrapassou a meta. Estima-se que até o ano 2003 haja a consolidagéo e extensio
do Projeto para todos os municipios da regiao.

A Segunda tatica operacional ocorreu como “Compromisso Social para a
Reducéo da Anemia por Caréncia de Ferro no Brasil”, que foi priorizado entre as
diretrizes da Politica Nacional de Alimentacdo e Nutrigdo em 1999. Foram
envolvidas no plano de agédo as instituicdes governamentais, associagdes da
industria de alimentagao, movimentos de defesa do consumidor, movimentos pela
seguranca alimentar e nutricional, instituicdes académicas e de pesquisa,
sociedades cientificas e 6rgaos internacionais. A finalidade do compromisso esta
sendo discutir e estabelecer estrégias de mobilizagao nacional para o controle da
anemia através de varias atividades: garantia de alimentacao saudavel, orientacdo
para diversificag@o de dieta, distribuicdo de suplementos e fortificagdo de parte da
produgao brasileira de farinha de trigo e fuba. A meta do compromisso é reduzir a
prevaléncia de anemia em criancas brasileiras pré-escolares e escolares em 1/3
até o ano de 2003.

7. Valor da Soja na Alimentag¢io Humana
O consumo da soja aumenta consideravelmente entre os individuos que
reconheceram-se alérgicos ou intolerantes a outras fontes protéicas, e por

pessoas sem problemas fisioldgicos especificos que objetivam uma alimentacao
saudavel (Lénnerdal, 1994; Dias, 1997).
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Numerosos estudos vém tentando mostrar o efeito de substancias ou
nutrientes presentes na soja, a busca para amenizar doengas crénicas como
cardiopatias, osteoporose, obesidade, enfermidades renais e varios tipos de
cancer, assim como a prevengdo e tratamento dos sintomas apresentados na
menopausa. Substancias anteriormente consideradas apenas antinutricionais
passaram para o elenco das fitoterapicas ou nutracéuticas. Dentre as substancias
presentes na soja que podem conferir efeito terapéutico pode-se citar os inibidores
de proteases, o acido fitico, as saponinas e 0s fitoestrogenos, sendo este ultimo,
sobretudo as isoflavonas (genisteina e daidzeina) as substancias mais estudadas
em relagao a atividade biolégica nutracéutica, devido a alta concentragédo no grao
da soja, a qual oscila entre 1 a 4mg/g dependendo da variedade do grao (Messina,
1995: Anderson & Wolf, 1995; Goldberg, 1995; Dias 1997; Mazur et al., 1998; Lee
& Kim, 2000; Messina, 2000).

Em trabalho realizado com macacos por Clair (1998) a avaliagéo do efeito
benéfico dos fitoestrogenos na redugédo dos niveis plasmaticos de lipoproteinas foi
feita através da administacao de dietas que continham soja como fonte protéica,
cujos fitoestrogenos foram extraidos ou n&@o. Os resultados mostraram que 0s
animais que consumiram dietas que continham a soja intacta, ou seja, com 0s
fitestrogenos, apresentaram concentragéo de colesterol significantemente menor

que os animais que tiveram os fitoestrégenos extraidos da soja.

Aoyama et al. (2000), citado por Lee & Kim (2000), demonstraram o efeito
hipocolesterolémico e hipolipidémico em ratos alimentados com dietas acrescidas
de proteina de soja e isto poderia ser associado com a prevengao € tratamento da
obesidade. Os autores hipotetizaram que o mecanismo responsavel estaria
relacionado com segmentos hidrofébicos da proteina que poderiam induzir a
hipolipidemia através da aceleragdo do metabolismo lipidico, visto que,
aminoacidos sulfurados tém sido associado com baixa concentracéo de colesterol

Serico.
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Segundo estudo realizado por Tikkanem & Adlercreutz (2000), a utilizacao
de suplementagdo dietética com isoflavonas derivadas da soja reduz a
suscetibilidade de oxidagao de lipoproteina de baixa densidade e, ainda que a
incorporacéo dos isoflavonéides lipofilicos nesta lipoproteina potencializa o efeito
de resisténcia a oxidagao e promove acao antiaterogénica.

Boersma et al. (2001) tem estudado uso da soja na dieta com o objetivo de
prevenir uma variedade de doengas crénicas incluindo o cancer. As isoflavonas
presentes na soja, em especial a genisteina, apresentam inimeros mecanismos
de acao que conduzem as atividades biolégicas benéficas, como a regulagéo de
eventos mediados por estrégenos e inibigao ou ativacao da atividade enzimatica
relacionada ao DNA. No entanto, mais investigagbes devem ser feitas com o
intuito de avaliar alguns limitantes, como a concentragao de genisteina disponivel,
e assim identificar evidéncias que contribuissem para o aumento do potencial
anticarcinogénico dos isoflavonéides presente na soja.

Os produtos derivados da soja, em geral, contém 1 a 10mg de isoflavonas
por grama de proteina. E discutido que a quantidade de isoflavona necessaria
para o efeito fitoterapico & entorno de 76mg/dia, equivalente a 40g/dia de proteina
isolada de soja. Portanto, se ndo ha o uso de suplementos, sera necessario
incentivo no intuito de aumentar o consumo de soja para alcancar o efeito
desejado (Alpers et al., 2001). A posi¢ao do Food and Drug Administration (FDA)
em relagao a adi¢ao de proteina de soja em alimentos comerciais, com objetivo de
resultados fitoterapicos, € que os alimentos contenham no minimo 6,259 da
proteina por porgdo recomendada pelo fabricante (TITLE 21-Food and Drugs
disponivel em <http://www. cfsan.fda.gov/>).

O Terceiro Simpésio Internacional sobre o papel da Soja na Prevencao e
Tratamento de Doengas Crénicas, realizado em 1999 discutiu o uso da soja e
seus fitoestrogenos na prevencao e tratamento clinico da osteoporose,

hipertensdo, hipercolesterolemia e cancer, assim como a possibilidade da
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utilizacdo da soja no tratamento de reposicdo hormonal de mulheres na
menopausa. Uma vez que a incidéncia dessas doengas cronicas vem
aumentando, surge a necessidade de pesquisas que investiguem de maneira
exaustiva a possibilidade do uso da soja como alternativa terapéutica, visando o
completo entendimento dos mecanismos de acao responsaveis pelo efeito
nutracéutico dos compostos (Lee & Kim, 2000; Glade, 2001).

Além de ser uma fonte de 6leo, a soja é reconhecida como uma excelente
fonte protéica tanto para alimentagao animal quanto para alimentagdo humana.
Embora limitante em alguns aminoacidos sulfurados a proteina da soja é de facil
digestao e rica em aminodacidos essenciais (Antunes e Sgarbieri, 1981, Liener,
1994).

A soja e seus produtos sao utilizados como ingredientes de alimentos
processados, visto que constitui uma importante fonte nutricional de baixo custo.
Os produtos da soja podem ser divididos em varias categorias: 1) Produtos cujos
graos sao descascados e desgordurados através de extragao por hexano, que
podem ser moidos e originam a farinha de soja com aproximadamente 50 a 54%
de proteina, ou entdo pode-se realizar a extracao com etanol para remover
compostos relativos ao sabor e alguns agucares originando o concentrado protéico
de soja (65 a 70% de proteina), ou ainda extragdo com alcali removendo fibras por
centrifugacdo e precipitagdo, que dara origem ao isolado protéico de soja (> 90%
de proteina). 2) Extrato hidrossoluvel de soja (EHS), conhecido popularmente
como “leite de soja”, obtido através dos processos maceracao, trituracao, cocgao e
filtragem dos graos de soja de forma que o filtrado caracteriza o extrato
hidrossoluvel. O EHS pode ser liofilizado caracterizando o “leite de soja” em po. 3)
Proteina Texturizada de Soja obtida por extruséo, em geral, da farinha de soja. Os
produtos que sdo submetidos a tratamento térmico tem valor biolégico aumentado;
as substancias que poderiam conferir sabor indesejavel sao destruidas ou
inativadas. 4) Férmulas infantis a base de soja, obtidas a partir de isolado protéico

de soja e acrescidas de aminoacidos, minerais e vitaminas. 5) “Yogurt de soja”

26



Revis&o Bibliografica

W_—_

proveniente da fermentacao do “leite de soja”. 6) Misturas de proteina de soja com
cereais, gelatinas, estabilizantes e emulsificantes, os quais sdo aplicados em
processos de panificacdo (Costa, 1981; Cabral, 1981: Travaglini & Vitti, 1981;
Dupuy et al., 1994; Lusas & Riaz, 1995; Garcia et al., 1998).

7.1. Alguns Fatores antinutricionais

Os fatores antinutricionais da soja, podem interferir na alimentagao humana;
0 tratamento térmico durante o processamento é um procedimento indispensavel
para a destruicao ou inativagdo desses compostos responsaveis por alteracées
indesejaveis (Anderson & Wolf, 1995; Dias, 1997).

7.1.1. Inibidores de proteases

Os inibidores de proteases tem sido alvo de muitos estudos no que diz
respeito aos efeitos adversos que causam ao valor nutricional da soja. Pode-se
classifica-los em duas categorias: os inibidores Kunitz e os inibidores Bowman-
Birk, os quais possuem especificidade para tripsina e quimotripsina
respectivamente. Segundo dados publicados por Liener (1994), ratos alimentados
com soja sem tratamento térmico apresentaram perda de peso devido a presenca
de hipertrofia e hiperplasia das células pancreaticas, o que causa o aumento da
secrecao enzimatica pelo 6rgédo que mobiliza os aminoacidos para esta finalidade
indisponibilizando-os para a sintese protéica. O mecanismo de controle de
secregao pancreatica € inversamente proporcional a concentragao de protease no
intestino delgado, de forma que ao ocorrer a complexa¢ao da enzima com o
inibidor e consequentemente a concentragiao da mesma tornar-se reduzida, inicia-
se o processo de compensagdo pelo pancreas mediado pela colecistoquinina
liberada pelas células endécrinas do duodeno ao detectar baixa concentracao de
protease. Contudo, a maioria dos produtos derivados da soja e comercialmente
disponiveis ainda possuem cerca de 5 a 20% de atividade de inibidora de

proteases, por conta da convengdo da quantidade de calor necessaria para
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inativar os inibidores e nao resultar na perda da qualidade nutricional do alimento
(Liener, 1994; Dupuy, 1994).

7.1.2. Hemaglutininas ou lectinas

Liener (1994) relata que as lectinas exercem atividade inibitéria sobre
crescimento de ratos alimentados com soja isenta de tratamento térmico; porem,
lectinas de outras leguminosas parecem exercer maior atividade inibitoria sobre o
crescimento. Sabe-se que as lectinas da soja sao inativadas por calor umido, mas
sao resistentes ao calor seco. Embora sejam relatados os efeitos deletérios das
lectinas, ndo ha indicios de que a intensidade de atividade hemaglutinante
encontrada nos produtos de soja ap6s tratamento térmico apresente risco a saude
humana. Esta classe de glicoproteinas bioativas € amplamente aplicada em
estudos bioquimicos, devido a afinidade por carboidrato na superficie celular
(Liener, 1994; Liu, 1999; Friedman & Brandon, 2001).

7.1.3. Acido Fitico

Composto ciclico contendo 6 grupos fosfatos, constitui cerca de 1 a 1,5%
do peso seco dos graos. Liga a certos minerais, sobretudo o zinco e ferro e calcio,
formando complexos insollveis que nao podem ser absorvidos pelas células
intestinais. De acordo com trabalhos citados por Liener (1994), dietas que
continham elevada concentracdo de fitatos promoveram menor absor¢ao de
calcio. Dietas que tiveram redugdo de fitatos de até 90% apresentaram um
aumento de 4 vezes da absorgdo do ferro nao heme. Embora haja indicios de que
a desfitinizagdo dos produtos de soja aumente a biodisponibilidade dos minerais,
alguns trabalhos apresentam resultados conflitantes, cujos argumentos situam-se
na auséncia de tratamentos estatisticos suficientes para afirmar ou negar a
influéncia do acido fitico sobre a biodisponibilidade de minerais (Hallberg et al.,
1989). A literatura apresenta avaliagbes da influéncia do acido fitico na

biodisponibilidade de minerais, em especial o ferro, utilizando fitato purificado, por
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exemplo, o fitato de sédio, o qual é diferente do fitato dos alimentos: nestes
veiculos o fitato estd acoplado com outros minerais como calcio e magnésio, e
portanto, ndo totalmente livre para formar complexos insolGveis (Rotruck &
Luhrsen 1979). Além do tratamento térmico, pode-se extrair o acido fitico da soja e
seus produtos através da hidrélise enzimatica promovida por fitase endégena.
Produtos derivados da soja que passaram por processo de fermentagao
apresentam teor de acido fitico menor quando comparados aos produtos nao
fermentados, por conta da acao da fitase produzida pelo préprio microorganismo
utilizado no processo, podendo atingir cerca de 90% de redugao do contetido de
fitatos (Liener, 1994; Dupuy, 1994: Anderson & Wolf, 1995).

Visto que a tendéncia da industria moderna de alimentos é oferecer fontes
alternativas de proteina animal, as proteinas vegetais particularmente a proteina
da soja, constituem alvo exacerbado de estudo. Ao considerar-se estes fatos os
alimentos derivados da soja, assim como uma série de outros produtos, devem
sofrer processamento, sobretudo térmico, com o intutito de remover os compostos
que possam causar alteragdes indesejaveis, promovendo maior acessibilidade e
palatabilidade do produto. Entretanto, especial cuidado deve ser tomado em
relagao a preservagéo das propriedades nutricionais do alimento ja que o objetivo
€ produzir alimentos de relativo baixo custo e boa aceitabilidade, porém nutritivos
(Dahiya & Kapoor, 1993; Anderson & Wolf, 1995).

7.2. Soja no Brasil
Sua difusdo mereceu a devida importancia no Pais, vide a existéncia do
Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Embrapa e a atuagdo do Instituto

Agronémico de Campinas, para citar apenas 2 exemplos.

O livro editado por Miyasaka e Medina (1981) , A Soja no Brasil, é excelente
para introduzir o leitor até a referida data. Este esforco para acompanhar a
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evolugdo (sendo revolugao) da soja no mundo foi atualizado por KeShun Liu,

“Soybeans: chemistry, technology and utilization” publicado em 1999.

A diversidade de produtos foi obtida mediante o melhoramento genético
ocorrido no século passado. Para o presente trabalho enfocou-se o ferro contido
nas diferentes ofertas. A Tabela 4 traz uma distribui¢cdo da concentragéo de ferro

nos conhecidos produtos da soja.

TABELA 4. Concentracéo de ferro de alguns produtos derivados da soja

Produtos Derivados e
(mg/100g)

Gréo Inteiro 1,89
Farinha de Soja 4,26
Proteina Texturizada de Soja 3,05
Isolado Protéico de Soja 6,98
EHS* -
“Yogurt” -

* Extrato Hidrossoltvel de Soja
Fonte: Garcia et al., 1998.

A eleicao da Proteina Texturizada de Soja, como veiculo de fortificagao,
deveu-se nao somente pelo seu relativo teor limitado de ferro em relagao aos
demais produtos, mas também pela amplitude de produgdo decorrente da forte
demanda do mercado interno. Afora estes fatos, a PTS constitui fonte protéica

passivel de substituicao parcial em alimentacgao institucional.
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AVALIAGAO DA BIODISPONIBILIDADE DO FERRO EM DIETA CONTENDO
PROTEINA ANIMAL E PROTEINA DE SOJA FORTIFICADA COM SULFATO E
QUELATO DE FERRO

SANTOS-ZAGO, Ferreira Lilia'; TAVARES, Débora de Queiroz?

RESUMO

Proteina Texturizada de Soja (PTS) é adicionada, em varios paises latino-
americanos, as carnes e ingerida, com o carboidrato de preferéncia da regiao.
Devido a crescente possibilidade de oferecer esta proteina vegetal, a soja torna-se
alvo de critica porque ao substituir a carne poderia estar reduzindo o necessario
aporte de ferro nas dietas. Se for desejavel a fortificagido da PTS com ferro, sabe-
seé que e simples e viavel. Acrescente-se que a presenca da proteina animal
promove a absorcao de ferro nao heminico. O objetivo deste trabalho foi identificar
o sal de ferro e a quantidade que oferece a melhor velocidade de replecao de ferro
a ratos alimentados com dietas fortificadas. O ensaio foi constituido com 4 grupos
experimentais e 2 grupos controles com 8 animais cada. Um grupo controle
recebeu caseina como fonte protéica e o segundo grupo controle recebeu a
mistura protéica (PTS + proteina animal na propor¢ao de 1:1) sem fortificacao,
onde a concentracao de ferro era semelhante ao primeiro grupo controle. Para os
outros 5 grupos a fonte protéica foi PTS + proteina animal na proporgéao de 1:1. A
PTS foi fortificada com Sulfato Ferroso na concentragédo de 0,83mg/g (SF) e
1,66mg/g (SF2). Analogamente seguiu-se a fortificagdo com Bisglicinato Quelato
Ferroso também na concentragao 0,83mg/g (QF) e 1,66mg/g (QF3). Os 5 grupos
de ratos receberam as respectivas dietas apos serem depletados em ferro até o
nivel de anemia nao severa. Os parametros hematolégicos e bioquimicos
analisados foram aqueles recomendados pelo NHANES. Ao 25° dia de replecao

' Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
de Campinas. Correspondéncia para: SANTOS-ZAGO, L.F. E-mait Izago@fea.unicamp.br

= Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢&o, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas. E-mail debora@fea.unicamp.br
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em ferro os grupos apresentaram 15,8+0,73g/dl como concentragdo meédia de
hemoglobina. Os grupos controle demonstraram a mesma capacidade de
regeneragao de hemoglobina. Concluiu-se que PTS + proteina animal (1:1)
fornecendo 0,48mg de Fe/dia sao suficientes para a recuperagao da hemoglobina.
Acima deste patamar ndo houve aceleragéo de replegao, conforme demonstraram
os valores de Fe, TIBC e saturagdo da transferrina. A associacédo de PTS e
proteina animal, bem sucedida, pode ter obscurecido a biodisponibilidade

intrinseca a PTS.

Termos de indexagio: biodisponibilidade de ferro, anemia ferropriva, fortificagao,

proteina de soja, proteina animal
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ABSTRACT

Texturized Soy Protein (PTS) is added to meat in many latin-american
countries. Due to the increasing possibility of offering people vegetable protein to
humans, soy has became an object of criticism since its use as a meat substitute
would reduce the diet iron content. If PTS fortification with iron is required, it is
known that this is simple and feasible. In addition, meat improves nonheme iron
absorption. The aim of this work was to identify which iron compound showed
greater efficiency in iron repletion in rats fed with fortified diets. The experiment
consisted of 4 experimental groups and 2 control groups. The protein source of the
first control group was casein (C CAS) and that of the second was PTS and meat
(C PTS+BA) without fortification, where the quantity of iron was similar to that of
the first control. For the other 5 groups, the protein source was PTS and meat. The
PTS was fortified with 0.83mg/g (SF) and 1.66mg/g (SF,) of Ferrous Sulfate and
with 0.83mg/g (QF) and 1.66mg/g (QF;) of Ferrous Bisglycinate Chelate. The 5
groups were fed with their diets after iron depletion until non severe anemia. The
hematological and biochemical parameters recommended by NHANES were
analyzed. The rats showed average hemoglobin of 15.840.73g/dl. The controls
showed the same capacity to recover hemoglobin. The conclusion of this work was
that PTS + meat (1:1), providing 0,48mg Fe/day is sufficient to recover hemoglobin.
Above this amount there was no acceleration in repletion, as observed from the
serum iron, TIBC and transferrin saturation results. The success of the association
of PTS with meat could have influenced the bioavailability of PTS iron.

Index terms: iron bioavailability, iron deficiency anemia, fortification, soy protein,
animal protein
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1. INTRODUGCAO

A deficiéncia nutricional de ferro &€ o maior problema de saude publica € um
problema econémico e educacional, acometendo mais de 2 bilhdes de pessoas no
mundo sendo que mais da metade podem ser consideradas anémicas
(Stephenson, 1995; Freire, 1997; Benoist, 2001). As maiores prevaléncia estao
entre mulheres gravidas e criangas em idade pré escolar (Ziegler & Fomon, 1996;
Stoltzfus, 2001).

O Brasil exporta entre outros produtos derivados, a Proteina Texturizada de
Soja (PTS) para paises da América Hispanica, o qual é utilizado para varias
aplicagbes e também para compor a dieta oferecida a escolares. Desejando
implementar a qualidade do produto exportado, tornou-se oportuno oferecer a PTS
fortificada com ferro. Sendo uma fortificagcdo pioneira em PTS ocorreu a
necessidade de uma pesquisa quanto ao fortificante a ser incorporado e ensaios in
vivo para avaliar a eficacia da fortificacao.

A revisao bibliografica sobre fortificagdes no ultimo decénio esclareceu que
os compostos sulfato ferroso e quelato ferroso sédo muito utilizados em programas
de fortificagdo e suplementagao (Pineda et al., 1994; Hurrel et al., 1997; Benito et
al., 1997 e 1998; Brunken e Szarfarc, 1999; Jeppsen e Borzelleca, 1999).

Embora a economia do ferro esteja elucidada (Silbernagl & Despopoulos,
1995: Bernard, 1973; Fairweather-Tait, 1995), a questdo latente & otimizar a
absorcdo intestinal do ferro contido naturalmente na forma heminica ou nao

heminica dos alimentos.

Devido a crescente possibilidade de oferecer proteinas vegetais para a
populacdo humana e animal, a proteina de soja, sua disponibilidade e sua
interagdo com os demais elementos da dieta, requerem investigacdes. A
fortificacdao de alimento com sal ferroso simples ou quelato esta sendo posta em

pratica em varios alimentos fluidos ou semi-sélidos. (Pineda et al., 1994;
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Stephenson, 1995; Hurrel, 1997; Brunken & Szarfarc; 1999: Jeppsen & Borzelleca,
1999).

No presente trabalho investiga-se a biodisponibilidade do ferro proveniente
de dietas contendo PTS (fortificadas ou nao), assim como a interagéo do produto
fortificado compondo dietas em associagdo com proteina animal. Especial atencao
foi dada a primeira fase do trabalho que consistiu em depletar o ferro corporal de
ratos jovens. Para esta fase Benito et al. (1998) foram esclarecedores guanto a
tecnica de alimentagao intermitente. Posteriormente Mikami et al. (2000),
trabalhou com deplecao de ferro de ratos Wistar jovens e, suas avaliacbes
abalizaram as técnicas e resultados deste trabalho, os quais serdo abordados na
discussao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Proteina texturizada de soja foritificada (PTS)® (Anexo 2), foi adicionada de
carne bovina magra (B) e carne de ave magra (A), constituindo a fonte protéica
das dietas elaboradas para o ensaio.

2.2. Animais e Manejo

O ensaio foi realizado com um lote inicial de 70 ratos machos
Wistar/Unicamp*, recém-desmamados com 21 dias, pesando 47,32 + 6,81g e
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. Os animais permaneceram
alojados durante o ensaio em gaiolas individuais de ago-inox previamente limpas
da contaminagéo de ferro com 3 banhos na ordem: uma imersao em solugdo de
acido nitrico a 25%, a imersao seguinte em solugdo de EDTA a 1% e finalmente

uma imersao em agua deionisada. Os animais foram alojados em temperatura

® As PTSs nao fortificada e as fortificadas com Sulfato Ferroso-heptaidratado e Bisglicinato Quelato Ferroso
foram fornecidas por Bunge Alimentos Esteio/RS

* Certificados pelo /nternational Council for Laboratory Animal Science (ICLAS)
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controlada (21+1°C), ciclo claro/escuro de 12h, alimentados diariamente e
pesados duas vezes por semana.

Os 70 ratos, pesando 47,32+6,81g, entraram em alimentagao intermitente e
pobre em ferro até atingirem hemoglobina de 10g/dl, isto &, o estado de anemia
ferropriva ndo severa. A seguir, iniciou-se a fase de reple¢cao com dietas
fortificadas. Estabeleceram-se 6 grupos homogéneos, quanto ao peso €

concentracdo de hemoglobina, dos quais dois eram grupos controle.

2.3. Dietas

As Tabelas 1 e 2 apresentam a composi¢do das dietas de DEPLECAO e
REPLECAO respectivamente.

Dieta de Depleg¢ao: sem adicao o citrato férrico no mix mineral. Os demais
itens seguem a AIN 93 (Reeves et al., 1993).

TABELA 1. Composicao da Dieta de Deplegédo, pobre em ferro (= 15mg/kg)

Ingredientes g/kg de dieta
Amido de milho 397,5
Caseina 200
Amido de milho dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Fibras* 50,0
Oleo de soja 70,0
Mix mineral (AIN93G - MX)** 35,0
Mix vitaminico (AIN93G — MX) 10,0
L-cistina 3,0
Bitartarato de colina (41,1% de colina) 25
Tertibutilhidroquinona 0,014

* Celulose microcristalina (ver especificagées no Anexo 3)
** |sento de citrato férrico

Dietas de Replegao: nesta fase o ensaio foi composto de seis dietas, das

quais duas eram controles e quatro eram experimentais. Uma das dietas controle
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continha caseina como fonte protéica e objetivou o controle ponderal, ja a outra
dieta controle continha PTS sem fortificagdo como fonte protéica parcial da dieta.
As dietas experimentais tinham a mesma composigdo salvo o tipo e a

concentragao do fortificante adicionado & PTS e estao descritas a seguir:

Dieta Controle de Replegdo, C CAS: sem adi¢ao de ferro

Dieta Controle de Replegdo PTS + Mistura BA, C PTS + BA®: sem adig&o
de ferro

Dieta Experimental de Replegao QF: adicao de 39mg de ferro/kg de dieta
sob forma de Bisglicinato Quelato Ferroso.

Dieta Experimental de Reple¢ao QF2: adicao de 78mg de ferro/kg de dieta
sob forma de Bisglicinato Quelato Ferroso.

Dieta Experimental de Replegdo SF: adicao de 39mg de ferro/kg de dieta
sob forma de Sulfato Ferroso-heptaidratado.

Dieta Experimental de Replegdo SF: adigcao de 78mg de ferro/kg de dieta
sob forma de Sulfato Ferroso-heptaidratado.

Todos os utensilios foram previa e periodicamente higienizados e passados
em solugdes de &cido nitrico & 25%, EDTA a 1% e agua deionizada.

O PTS foi hidratado em agua deionizada sob a relagéo de 4:1 (g/g) e levado
a cocgao juntamente com as carnes durante 30 minutos. Todas as dietas foram
congeladas de forma que porgoes suficientes eram retiradas a cada 7 dias e

conservadas sob refrigeragdo até o momento de oferta aos animais.

5 BA: mistura contendo carne bovina e carne de ave magra na proporgao 4:1.
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TABELA 2. Composigéo das Dietas de Replecdo Experimentais e Controle confeccionadas com
PTS + Mistura BA

Ingredientes CCAS CPTS+BA QF QF, SF SF;
Caseina (g/kg) 200

PTS (g/kg) - 235 235 235 235 235
Carne bovina magra (g/kg) - 200 200 200 200 200
Carne de ave magra (g/kg) - 50 50 50 50 50
Amido de milho (g/kg) 397,5 412,5 4125 4125 4125 4125
Amido de milho dextrinizado (g/kg) 132 - - - - o
Sacarose (g/kg) 100 - - - = -
Fibra (g/kg) 50 50 50 50 50 50
Oleo de soja (g/kg) 70 15 15 15 15 15
Mix mineral (g/kg) 35 30 30° 30° 30° 30
Mix vitaminico (g/kg) 10 5 5 5 5 5
L-cistina (g/kg) 3 2,6 25 2,5 25 2,5
Tertibutilhidroquinona (g/kg) 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
Fortificagao com ferro (mg/kg) s . 39’ 78" 3¢? 78°

* Isento de citrato férrico
' Bisglicinato Quelato Ferroso
? Sulfato Ferroso-heptaidratado

2.4. Determinacdes Quimicas

Umidade e sélidos totais, cinzas e proteina total foram determinados
conforme métodos 930.15, 942.05 e 954.01 respectivamente, descritos pela
AOAC (1997). Lipideo total foi determinado segundo Bligh & Dyer (1959).
Carboidratos totais foram determinados por diferenga. O ferro foi determinado por
espectrofotometria de absorgao atémica de acordo com meétodo 968.08 descrito
pela AOAC (1995).

2.5. Alimentagio Intermitente

A fase de deplecdo e a fase de replecao foram executadas conforme Benito
et al. (1997 e 1998). Todos os animais recebiam duas refeicoes ao dia em
intervalos de 10h. Os animais foram treinados para comerem uma pré-refeicdo,
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contendo 0,5 g de sacarose e 0,5 g de sua respectiva dieta durante 15 minutos.
Para os animais que consumiram a pré-refeicao, era oferecida imediatamente sua
respectiva dieta durante 1 hora. Aos animais que ndo consumiram a pré-refeicao
era negada a refeicao, portanto iriam se alimentar apenas 10h ou 14h depois, sob
0 mesmo procedimento. Apds o terceiro dia todos estavam consumindo a pré-
refeicao em 15 minutos.

2.6. Fase de Deplegédo

Setenta ratos receberam dieta AIN93G formulada segundo Reeves et al.
(1993). O mix mineral era completo, com excegdo da adigo do citrato férrico. A
composicdo da AIN93G, apresentada na Tabela 1, continha apenas o ferro da
caseina, que proporcionava apenas 0,015mg de ferro por dia; o ensaio teve inicio
sob esta dieta para induzir a deplecdo de ferro. Foi utilizada a técnica de
“alimentacgao intermitente”, descrita no item 2.5.

A deplegdo de ferro foi avaliada uma vez por semana com o sangue
retirado da veia caudal e medido pela formagdo de cianometemoglobina
(Carvalho, 1999).

2.7. Fase de Replegao

Foi realizada com 42 ratos anémicos cuja hemoglobina atingira 10,42 +
0,17g/dl de sangue, os quais foram divididos em 6 grupos contendo 7 ratos por
grupo e alimentados com as dietas descritas no item 2.3.

Os grupos foram divididos considerando os valores de concentragao de

hemoglobina e peso, utilizando o programa Excel do pacote MS Office para
homogeneizar os grupos grupos.
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A recuperagao da anemia foi avaliada semanalmente por analise de sangue
da veia caudal de 4 animais de cada grupo conforme se procedeu na fase de
deplecao. Durante a replecao foi realizada a contagem de reticulocitos, em
esfregacos sanguineos corados com azul de cresil brilhante (Carvalho, 1999).

2.8. Determinacao dos Parametros Hematolégicos e Bioquimicos

Ao término do ensaio, todos os animais foram sacrificados através de
anestesia previa e exsanguinagdo. Uma parte do sangue foi coletado em tubo a
vacuo contendo EDTA e destinado a analise dos parametros hematoldégicos. Outra
parte, destinada a obtencdo do soro, foi coletada em tubo a vacuo sem
anticoagulante, centrifugado por 15 minutos/3000 rom e armazenado sob
congelamento até a analise dos parametros bioquimicos.

Os parametros hematolégicos e bioquimicos escolhidos para a avaliagao do
status de ferro foram aqueles preconizados pelo National Health and Nutrition
Examination Survey, USA (Looker et al., 1995) utilizados para a avaliagdo do
Status de ferro em populagées (Tabela 3).

Foi efetuado, segundo Schricker et al., (1983), o calculo de Eficiéncia de
Regeneracdo de Hemoglobina (%HRE), cuja Expressdo 1 esta apresentada a
seguir;

Expresséo 1:

%HRE = (mg final HbFe — mg inicial HbFe)/(mg Fe consumido) x 100

A quantidade de ferro da Hb (mg HbFe) foi determinada através da
Expressao 2, a qual considera que o sangue representa 6,7% do peso corporal e
que a hemoglobina contem 3,35mg de ferro por grama.
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Expressao 2:

mg HbFe = (Pesox6,7ml sangue/100g peso)x(g Hb/100ml sangue)x(3,35mg Fe/gHb)

Tabela 3. Parametros hematoldgicos recomendados pelo NHANES: técnicas de
determinacgao no presente trabalho

Parametros Técnicas
Hemoglobina - Hb automacao’
Volume Corpuscular Médio - VCM idem
Hemoglobina Corpuscular Média - HCM Idem
Concentragao Hb Corpuscular Média - CHCM ldem
Contagem de Células Vermelhas - RBC

Ferro Sérico Colorimetria®
Capacidade Total de Ligagéao de Ferro Idem
Saturacao da Transferrina Calculada

T CD1700 SPECIMEN DATA REPORT
? Reacdo de 6xido-redugao

Todos os parametros foram comparados através de teste de variancia
ANOVA (teste de Tukey) com nivel de significancia p<0,05. O software utilizado
para a analise foi o SAS-Statistical Analysis System.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho investigou uma reple¢do de ferro com auxilio de
fortificacdo. Mikami et al. (2000) demonstraram fatos esclarecedores sobre
deplecao e replegao de ferro em ratos wistar jovens. Para os autores, uma
deplecdo acarreta pronta estimulagdo de absorgao de ferro proveniente do lume
intestinal, assim como, a transferéncia de ferro quase concomitante para o
sangue. Ao continuar o processo de deplegdo, ndo ha maior estimulagao para
estes parametros que permanece no mesmo patamar, podendo constituir um

mecanismo para prevenir sobrecarga de ferro pela via absorgao intestinal.
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A primeira fase do ensaio, a FASE de DEPLECAO, com o objetivo de
induzir uma deplecao de ferro que resultasse em hemoglobina em torno de 10g/dl,
exigiu 28 dias. A segunda fase, a FASE de REPLECAO, quando foram oferecidas
as dietas fortificadas com ferro, com o objetivo de atingir hemoglobina de 15g/d,l
exigiu 25 dias.

3.1. Fase de Deplegio

Os ratos pesavam ao inicio da fase de deplecao 47,32 + 6,81g e finalizaram-na
com 185,64 + 8,51g, portanto, durante os 28 dias de deplecdo a elevagao
ponderal foi 4 vezes maior em relagdo ao peso inicial. A alimentacgao intermitente
acelerou a deplecao de ferro em relacédo a ensaios anteriores ocorridos neste
laboratério (Cabral, 1990: Simbdes, 1996). Ao final do periodo escolheram-se 42
ratos, cuja média de hemoglobina era 10,43 + 0,18g/dl. Neste trabalho considerou-
S€ como aceitavel uma anemia de 1/3 em relagéo a normalidade, por analogia a
anemia ferropriva ndo grave de criangas em idade escolar (Brunken e Szarfarc,
1999).

3.2. Fase de Replecgio

Para os seis grupos de ratos depletados de ferro (7 ratos/grupo), a replecao
terminou com valores médios de hemoglobina semelhantes entre si, nao diferindo
significantemente. As amostra periddicas de sangue, tomadas a cada cinco dias,
demonstraram elevacao de hemogiobina e valor de reticulécitos, acima de 8%.
Tanto a quantidade de Hb como o numero de reticuldcitos nao apresentavam
relacdo com as dietas mas apenas com os dias de replecgao, isto €, aumentava o
valor de Hb e decrescia o percentual de reticulécitos.

3.2.1. Evolugdo Ponderal e Aporte de Energia e Ferro
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A fase de replegao estendeu-se por 25 dias, quando os animais na média
atingiram < 1% de reticuldcitos no sangue e valores normais de hemoglobina, ou

seja, 15,84 + 0,74g de Hb/dl de sangue e 79,88 + 18,59g de ganho ponderal.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as diferengas quanto ao consumo de dieta
€ por consequéncia do aporte de ferro. Da mesma forma, como ocorreu na
deplecéo, o ganho ponderal ndo esta, em ratos, relacionado com a quantidade
ingerida de ferro. Assim, para os grupos QF, e SF, o consumo de ferro foi, em
media, 5 vezes maior no periodo em relagdo a C CAS (controle) e no entanto, os

trés grupos apresentaram ganho ponderal muito préximo (Grafico 2).

Uma ressalva ¢é feita em relagéo ao grupo QF, que embora apresentasse
ganho ponderal analogo aos demais grupos, o desvio de média foi trés vezes
menor e por consequéncia, no Grafico 1 ele demonstra desempenho um pouco
acima dos demais grupos.

TABELA 4. Consumo médio de dieta e ferro e, ganho ponderal dos grupos experimentais
e controles durante o periodo de replecao

Consumo de Aporte de Aporte de Ganho
Grupos Dieta Energia Ferro Ponderal
(g/dia) (kcal/dia) (mg/dia) (9)
QF 22,80 +4,17® 6842+ 18,17® 142+043° 6863+ 1919°
QF, 19,82 +£2,22® 5948 + 3,64 2,20+ 0,13° 79,54 + 6,69°
SF 20,94 +1,21° 62,84 + 6,65% 1,48 + 0,16° 15,71 + 33,057
SF, 21,04 +6,05° 63,14 +12,52° 2,34 +0,46° 79,01 + 19,987
C CAS 15,15+ 1,89 4546 + 5,66° 0,45 + 0,06° 78,39 + 21,872
C PTS+BA 13,20+ 1,72° 49,71 + 6,46 0,48 +0,06° 98,02 + 29,40°

Valores: médias + desvio padrao.

Letras verticalmente iguais n&o apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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GRAFICO 1. Curva de ganho ponderal dos grupos experimentais e

controles durante a fase de replecao
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GRAFICO 2. Consumo de ferro e ganho ponderal dos grupos
experimentais e controles durante a fase de replecao
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3.2.2. Regeneragdo da Hemoglobina

Durante o transcorrer da fase de replegdo, as analises parciais de Hb e
reticulocitos efetuadas em dois animais de cada grupo demonstraram evolugéo
positiva quanto a replegao, porém sem vinculagdo com a quantidade de ferro das
dietas.

No Grafico 3 observa-se que os seis grupos que iniciaram a replecao de
ferro com hemoglobina de 10g/dl, apresentaram valores normais de hemoglobina
apos o 25°dia de replegdo. A Tabela 5 apresenta as oscilagées dos valores de Hb

final, entretanto, sem significancia estatistica.

Hb [gidl de sangue]

QF QF2 SF SF2 C PTS+BA C CAs

B Hb inicial @ Hb final

GRAFICO 3. Valores de hemoglobina no inicio e no final da fase de
replecao dos grupos experimentais e controles
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O calculo percentual da Eficiéncia de Regeneragao de Hemoglobina
(Tabela 5) demonstra que a eficiéncia maxima de utilizagdo de ferro ocorreu nos
dois grupos controles. Para atingir o mesmo patamar de recuperacdo de
hemoglobina, a ingestdo de ferro de 0,46mg/dia foi suficiente. Portanto, a
eficiéncia tende a diminuir @ medida que o aumento da concentragao de ferro, na

dieta sobrepassar a quantidade fornecida pela dieta AIN93G (45mg/kg de dieta).

Conclui-se que o ferro proveniente da PTS sem fortificacao associada a
proteina animal (Mistura BA) alcangou a mesma absorcao que o ferro proveniente
do mix mineral da AIN93G. Vale ressaltar que a dieta controle, C PTS + BA,
continha 50% de proteina animal o que contribuiu para o aumento da

biodisponibilidade do ferro presente naturalmente na PTS.

TABELA 5. Valores iniciais e finais de hemoglobina e Eficiéncia de Regeneragao de
Hemoglobina (HRE) dos grupos experimentais e controles

Grupos Hb Inicial Hb Final Consumo de Ferro HRE
(g/dl) (g/dl) (mg/dia) (%)
QF 10,30 + 1,14° 16,99 + 1,70° 1,42 +0,43° 17,21+ 8,36°
QF, 10,32 + 1,10° 15,48 + 1,58° 2,20 +0,13° 8,89 + 8,89
SF 10,73 + 1,09° 16,33 + 0,83° 1,48 + 0,16" 13,92 + 3,08
SF, 10,43 + 0,87° 14,97 + 2,717 2,34 + 0,467 7,63 +2,38°
C CAS 10,26 + 1,13 15,69 + 0,44° 0,45 + 0,06° 43,54 + 8,42°
C PTS+BA 10,53 + 0,93° 15,34 + 1,112 0,48 + 0,06° 46,01 + 6,98°

Valores: médias + desvio padrao.

Letras verticalmente iguais n&o apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Dentre os estimuladores de absorgao do ferro nao heme algumas proteinas
de origem animal, especialmente de carnes foram estudadas (Campen, 1983). Em
trabalho realizado com ratos Thannoun et al. (1987) encontraram acao
estimuladora com mistura de proteina de soja e proteina animal. Ja com humanos,
Garcia et al. (1996) demonstraram a mesma acao estimuladora ao adicionar

proteina animal a dieta. South et al. (2000), utilizando porcos como modelo
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experimental, demonstraram a maior absor¢io de ferro niao heme quando

adicionaram proteina animal a dieta.

Continuando a analise da Eficiéncia de Regeneragao de Hemoglobina nos
grupos experimentais, pode-se observar que n3o houve diferengca de
biodisponibilidade entre o Sulfato Ferroso e o Quelato Ferroso nas condicdes
deste experimento, embora haja estudos demonstrando ser 4 vezes maior a
biodisponibilidade do ferro sob a forma de quelato (Pineda et al., 1994; Olivares et
al., 1997 lost et al., 1998; Jeppsen e Borzelleca, 1999).

Ocorre outra dificuldade de comparagao entre o presente trabalho com os
citados acima porque foram realizados (maioria deles) com humanos e em alguns
o fortificante foi testado isoladamente, ou seja, nao adicionado a nenhum alimento

e sim como capsulas medicamentosas.
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GRAFICO 4. Consumo de ferro e porcentagem Eficiéncia de

Regeneragéo de Hemoglobina (% HRE) dos grupos experimentais e
controles apos fase de replecéo
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E importante afirmar que a medida da Eficiéncia da Regeneragao de
Hemoglobina sempre sera uma avaliacdo distorcida para trabalhos de

fortificagao, porque, sendo %HRE expressa pela formula:

%HRE = (mg final HbFe — mg inicial HbFe)/(mg Fe consumido) x 100,

o ferro do denominador, aumentado em ensaios de fortificacdo, normalmente
causara avaliagdo menor para as dietas fortificadas com quantidades acima da

capacidade de absorgao.

3.2.3. Situagédo do Ferro Absorvido e sob Transporte

O processo inicial da anemia por deficiéncia de ferro é caracterizado pelo
esgotamento dos estoques embora as células continuem apresentando-se
normociticas e normocrémicas (e levemente anisociticas). A medida que a
deficiéncia se agrava inicia-se a queda de hemoglobina e sobrevem microcitose e
hipocromia (Williams et al., 1983; Rapaport, 1987).

Na Tabela 6 pode-se observar que os dois grupos controles, que mesmo
nao recebendo dietas fortificadas, apresentaram numero de células vermelhas
iguais aos 4 grupos fortificados, mas ainda estavam abaixo destes grupos quando
se mediu o VCM e o HCM, concluindo que sem fortificagao a regeneracao total

dos ratos & um pouco mais lenta.
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Tabela 6. Valores de VCM, HCM, CHCM e RBC dos grupos controles e experimentais
apos a fase de replegao

Grupos VCM HCM CHCM RBC

fl Pg g/di X10° cells/ul
QF 55,03 + 1,68° 23,7 +0,32° 43,08 +1,11° 5,91 +0,51°
QF, 55,57 +1,70° 22,86 + 0,472 41,09 + 0,91° 5,90 + 0,64°
SF 56,15 + 2,132 22,75 + 0,832 40,55 + 0,67° 6,15 + 0,29°
SF, 56,41 + 1,26° 23,16 + 0,982 41,04 + 1,09 5,97 + 0,64°
C CAS 51,92 + 3,24° 21,12 + 1,45° 40,67 +0,80° 6,30 + 0,652
C PTS+BA 50,09 + 1,02° 20,64 + 0,46° 41,20 + 0,66° 6,62 + 0,267

Valores: médias + desvio padrao.

Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Ht: Hematécrito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM:
Concentragéo de Hemoglobina Corpuscular Média; RBC: Células Vermelhas.

Tendo os quatro grupos de ratos anémicos consumido sal de quelato de
ferro ou sulfato de ferro em quantidades x e 2x, respectivamente, e o quelato de
ferro supostamente apresentando capacidade de absorgao quatro vezes superior
aquela do sulfato ferroso, os valores de ferro sérico, TIBC e saturagdo da
transferrina (Tabela 7) foram de certa forma inesperados, quando se

demonstraram semelhantes em todos os grupos.

A concentracao sérica de ferro e transferrina depende da velocidade com
que o ferro entra no plasma a partir dos enterdcitos do intestino delgado, assim
como, da velocidade com que o ferro é levado a hematopoiese. Também, a
concentracao do ferro presente no enterécito pode exercer influéncia sobre os
niveis séricos. Uma vez que na deficiéncia de ferro a concentragao de ferro sérico
esta diminuida e a concentragéo de transferrina livre esta aumentada, conclui-se
que a capacidade total de ligagdo de ferro se torna elevada e a saturacao da
transferrina reduz significativamente podendo atingir valores abaixo de 15%
(Williams et al., 1983; Rapaport, 1987). Segundo Mikami et al. (2000), o ferro
sérico € um parametro que responde de modo imediato ao inicio da deplecso.
Portanto, seria esperado que a leitura de ferro ao final da replecao fosse alta e
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homogéneas, visto que este parametro € responsivo porém auto-regulado, uma

forma, propde os autores, de impedir a sobrecarga de ferro.

TABELA 7. Parametros bioquimicos analisados nos grupos experimentais e controles ao

término da Fase de Replecao

i Saturacao
Grupos e IS Transferrina
(w/di) (w/dl) %)
QF 237,40 + 49,077 403,19 + 49,24° 51,46 + 16,19°
QF; 245,12 + 41,85° 414,78 + 80,88° 60,14 + 11,317
SF 250,71 + 57,13° 386,17 + 46,54° 66,27 + 19,47°
SF, 249,19 +72,83° 369,79 + 64,827 68,23 + 19,31°
C CAS 195,32 + 40,07° 371,07 + 48,657 53,06 + 11,01°
C PTS+BA 223,37 + 44,69° 5564 + 13,12°

406,56 + 41,12°

Valores: médias + desvio padrao.
Letras verticalmente iguais nao apresentam diferenga significativa (p<0,05).
TIBC: Capacidade Total de Ligacédo de Ferro

Apos andlise de todos os parametros, ficou evidente a eficacia da
associacdo PTS e proteina animal, na recuperagdo da anemia ndo severa
induzida por deplegao alimentar de ferro. A agdo estimuladora da absorgao do
ferro exercida pela proteina animal sobrepés-se as possiveis diferencas de
biodisponibilidade entre o Sulfato Ferroso e o Quelato Ferroso. Portanto, todo e
qualquer tipo de fortificagdo com ferro seria desnecessaria para uma refeicao que
contenha 50% de PTS associado a 50% de proteina animal.

4. CONCLUSAO
A deplecdo experimental de ferro em ratos jovens era, em ensaios neste

laboratério (Cabral, 1990; Simées, 1998), muito prolongada no tempo. Com a
introducdo da alimentagé@o intermitente, como mostrado no presente ensaio, 0s
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ratos atingiram concentragdo de hemoglobina de 10g/dl em menor tempo, isto &,

28 dias, caracterizando uma anemia ferropriva nao severa.

A evolucao ponderal dos ratos nao foi afetada pela implantagdo da anemia
€ ocorreu comportamento semelhante durante a fase de replecéo, ou seja, as
diferentes concentragées de ferro nao exerceram influéncia sobre o ganho de
peso durante a fase de crescimento de ratos jovens.

As dietas controle, C CAS e C PTS + BA demonstraram igual capacidade
de regeneragdo da hemoglobina, ou seja, substituindo-se metade da proteina
animal por proteina vegetal (PTS) obtem-se recuperagao de ferro igual a obtida
com ferro contido na caseina € no mix mineral da AIN93G. A proteina animal
contida nas dietas, 250mg/kg, obscureceu a provavel funcéo da fortificagcdo com o
Sulfato Ferroso e o Bisglicinato Quelato Ferroso.

Os resultados da analise dos parametros hematolégicos e bioquimicos
definiram 30mg/kg de dieta como concentragao ideal de ferro para a recuperagio
dos ratos sob anemia ferropriva nao severa.
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AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE DO FERRO NA PROTEINA
TEXTURIZADA DE SOJA NAO FORTIFICADA E FORTIFICADA COM
SULFATO QUELATO DE FERRO

SANTOS-ZAGO, Lilia Ferreira'; TAVARES, Débora de Queiroz2

RESUMO

A deficiéncia de ferro é um grande problema de saude publica, acometendo
mais de 2 bilhdes de pessoas em todo 0 mundo. Os programas de fortificacdo de
alimentos s&o agbes necessarias para o controle da anemia ferropriva. Os
produtos de soja sao fontes alimentares que fornecem proteina de boa qualidade,
e o Brasil é o segundo produtor mundial de soja, o que representa um estimulo
para a pesquisa. Os objetivos do trabalho foram (1) avaliar a biodisponibilidade do
ferro contido naturalmente na Proteina Texturizada de Soja (PTS) e (2) avaliar a
fortificacdo com Sulfato Ferroso-heptaidratado e Bisglicinato Quelato Ferroso.
Foram formuladas 5 dietas e administradas a ratos Wistar depletados de ferro
atraves de sangria retro-ocular sob dieta com teor reduzido do mineral. A fonte
protéica total das dietas foi PTS, a qual foi fortificada com Sulfato Ferroso-
heptaidratado nas concentragées 0,60 mg/g (SF) e 1,20 mg/g (SF;) e com
Bisglicinato Quelato Ferroso nas concentragées 0,60 mg/g (QF) e 1,20 mg/g
(QF2). O grupo controle foi isento de fortificagdo. Os parametros hematoldgicos e
bioquimicos analisados foram aqueles recomendados pela NHANES e a analise
da utilizagdo do ferro foi feita pelo calculo da Eficiéncia de Regeneragao de
Hemoglobina (%HRE). Os resultados mostraram que o grupo controle foi capaz de
recuperar-se lentamente da anemia em um periodo de 18 dias, atingindo 13,17 +

0,38g/dl como valor médio de hemoglobina. Os grupos que receberam fortificagao

! Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
de Campinas. Correspondéncia para: SANTOS-ZAGO, L.F. E-mail Izago@fea.unicamp.br
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Estadual de Campinas. E-maif débora@fea.unicamp.br

61



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

recuperaram-se na metade do tempo (9 dias) e ao final do periodo apresentaram
15,03 + 0,31g/dl como valores médios de hemoglobina. Os grupos que receberam
fortificacdo demonstraram que 0,97mg de Fe/dia € a quantidade ideal para
replecado, podendo obter uma replegao de hemoglobina com 0,51mg de Fe/dia, e
neste caso, proveniente da PTS. Concluiu-se, neste trabalho, que as diferencas
de biodisponibilidade entre o Sulfato Ferroso e o Bisglicinato Quelato Ferroso sao

pequenas.

Termos de indexacéo: biodisponibilidade de ferro, anemia ferropriva, fortificagao,

proteina de soja
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ABSTRACT

Iron deficiency is a big public health problem, which affects 2 billion people
around the world. The fortification programs are necessary actions for the control
of iron anemia control. Soybean products are a food source providing good quality
protein, and since Brazil is the second largest soybean producer in the world, this
represents a stimulus for research. The aim of this work was to evaluate: (1) iron
bioavailability from texturized soy protein (PTS) and (2) fortification with Ferrous
Sulfate and Ferrous Bysglicinate Quelate. Five diets were formulated and fed to 5
groups of rats, iron depleted as a resulf of removing blood from the retro-ocular
capillary bed and feeding on a low iron diet. The protein source of the diets was
PTS, which was fortified with 0.60mg/g (SF) and 1.20mg/g (SFz) of Ferrous Sulfate
and with 0.60mg/g (QF) and 1.20mg/g (QF2) of Ferrous Bisglycinate Chelate. The
control group was not fortified. The hematological and biochemical parameters
recommended by NHANES were analyzed and the iron utilization determined by
calculating the hemoglobin regeneration efficiency (HRE). The results showed that
the control rats were able to recover in 18 days when they showed average
hemoglobin levels of 13.17 + 0.38g/dl. The groups that were fed on fortified diets
recovered in 9 days, and the average hemoglobin level was 15.03 + 0.31g/dl.
These groups showed that 0.97mg Fe/day is the ideal quantity for recovering
hemoglobin, although the rats also recovered (based on a superficial analysis, only
hemoglobin) with 0.51mg Fe/day, which was obtainable from PTS. It was
concluded that the bioavailability differences between Ferrous Sulfate and Ferrous
Bisglycinate Chelate were insignificant.

Index terms: iron bioavailability, iron deficiency anemia, fortification, soy protein
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1. INTRODUGAO

A deficiéncia nutricional de ferro € o maior problema de satde publica como
também um problema econdmico e educacional, tanto em paises desenvolvidos
quanto em paises em desenvolvimento e acomete mais de 2 bilhées de pessoas
no mundo sendo que mais da metade podem ser consideradas anémicas
(Stephenson, 1995; Freire, 1997; Benoist, 2001) e as maiores prevaléncias estao
em mulheres gravidas e criangas em idade pré-escolar (Ziegler & Fomon, 1996;
Stoltzfus, 2001).

As estratégias de controle da deficiéncia de ferro e anemia concentram-se
em melhorar os habitos alimentares da populagdo para garantir o aporte suficiente
dos nutrientes responsaveis pelo processo normal da eritropoiese. Dentre essas
praticas, os programas de fortificacdo e suplementagdo sdo muito utilizados
constituindo uma ferramenta indispensavel para o controle de caréncias

nutricionais como a de ferro.

Fatores como intensidade de consumo e viabilidade tecnologica para
adicdo de nutriente devem ser analisados. O veiculo ndo pode ser caro € nao
deve ter seu preco elevado apéds o processo de fortificacao. Estas premissas
foram implementadas porque os principais alimentos utilizados em programas de
fortificacéo s&o farinhas de trigo, sal, aglcar, arroz, condimentos, amido de milho,
cereais processados, leite e derivados (Cook & Reusser, 1983; Mejia, 1994;
Hurrell, 1997).

A proteina de soja € um produto que encontrou inser¢gdo no mercado de
alimentos (Dahiya & Kapoor, 1993; Anderson & Wolf, 1995). A soja tornou-se alvo
acirrado de estudos, visto que dentre as oleaginosas, € a melhor fonte protéica
para alimentacdo humana e animal. E limitante em aminoacidos sulfurados,

porém, excede quanto aos demais (Liener, 1994).
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Com 37 milhdes de toneladas de soja no ano 2000/2001, o Brasil superou
as expectativas, indo além da produtividade dos Estados Unidos, o maior produtor
de soja mundial. A produgéo aumenta o consumo interno e estimula pesquisas. Na
presente decada, além da soja ser uma fonte protéica reconhecida, estao sendo

atribuidos efeitos antiaterogénicos e anticarcinogénicos as substancias presentes
na soja.

Por ter consumo em expansio e por ser de baixo custo, a proteina
texturizada de soja poderia ser o préximo alvo de fortificagdo. Assim sendo, os
objetivos do presente trabalho foram avaliar a biodisponibilidade do ferro contido
naturalmente na PTS e ao mesmo tempo avaliar a fortificagdo com Sulfato
Ferroso-heptaidratado e Bisglicinato Quelato Ferroso, bem como, verificar as
velocidades de replegéao de ferro dos ratos alimentados com as PTSs fortificadas.

2. MATERIAL E METODOS

Proteina Texturizada de Soja PTS® foi fortificada com Bisglicinato Quelato
Ferroso’ e Sulfato Ferroso-heptaidratado® em duas concentragoes
respectivamente. A composicao da PTS esta na Tabela 1.

TABELA 1. Composicéo da Proteina Texturizada de Soja (PTS)

Analises Resultados
Umidade (%) 4,52
Proteina (%) 50,18
Lipidio (%) 3,49
Carboidrato (%) 35,66
Cinzas (%) 6,18
Ferro (mg/kg) 83
Sélidos Totais (%) 95,48

® Produto fornecido por Bunge Alimentos, Esteio/RS/Brasil
" Ferrochel produzido por Albion Laboratories, INC
® Cédigo $1057.01.AH: Synth
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2.1. Animais e Manejo: ratos machos Wistar/Unicamp®, com cerca de 45 dias de
idade e pesando 158,12 + 16,73g em média foram alojados em gaiolas individuais
de aco-inoxidavel, com temperatura controlada (22°C) e ciclo claro/escuro de 12
horas. As gaiolas, comedouros e bebedouros foram previamente limpos de
contaminagao com ferro utilizando-se trés solugdes na seguinte ordem: solucéo de
Acido Nitrico a 25%, solucao de Sédio Etilenodiaminotetraacetato (EDTA) a 1% e
agua deionisada. As dietas e agua foram oferecidas ad libitum e substituidas a
cada dois dias. O ganho de peso e o consumo alimentar dos ratos foram obtidos

duas vezes por semana.

2.2. Dieta de Deplegido: efetuada conforme AIN93G (Reeves et al., 1993), sem

adicao do citrato férrico no mix mineral (Tabela 2).

TABELA 2. Composicdo da Dieta de Deplegao, pobre em ferro (= 15ppm)

Ingredientes g/kg de dieta
Amido de milho 397,5
Caseina (=84% de proteina) 200
Amido de milho dextrinizado 132,0
Sacarose : 100,0
Fibras* 50,0
Oleo de soja 70,0
Mix mineral (AINS3G — MX)** 35,0
Mix vitaminico (AIN93G — MX) 10,0
L-cistina 3,0
Bitartrato de colina (41,1% de colina) 2,9
Tertibutilhidroquinona 0,014

* Celulose microcristalina (ver especificagdes no Anexo 3)
** |sento de citrato férrico

2.3. Dietas de Replegao: foi preparada conforme AIN93G (Reeves, et al. 1993),

com excecao da fonte protéica (caseina) que foi substituida por PTS, e isengéo do

® Certificados pelo International Council for Laboratory Animal Science(ICLAS)
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citrato férrico do mix mineral. As dietas de replegao tinham a mesma COMPpOSICao;

o diferencial entre as mesmas era o tipo e a concentragdo de fortificante
adicionado ao PTS.

Para as dietas de replecéo, contendo o sulfato ferroso e o quelato ferroso,
adicionaram-se estes fortificantes ao respectivo PTS e homegeneizou-se durante
20 minutos. A seguir prosseguiu-se a adigdo dos demais itens.

2.4. Determinagdes Quimicas: umidade e solidos totais, cinzas e proteina total
foram determinados conforme métodos 930.15, 942.05 e 954.01 respectivamente,
descritos pela AOAC (1997). Lipideo total foi determinado segundo Bligh & Dyer
(1959). Carboidratos totais foram determinados por diferenca. O Ferro foi
determinado por espectrofotometria de absorgao atomica de acordo com método
968.08 descrito pela AOAC (1995).

2.5. Procedimentos Experimentais

Na Fase de Deplec¢do administrou-se a dieta semi-purificada AIN93G onde
o unico ferro presente (= 15ppm) era o da caseina; apods trés semanas iniciou-se
uma sangria retro-ocular semanal de 2ml. A deplecédo de ferro foi avaliada uma
VeZ por semana com o sangue da veia caudal e medido pela formacédo de
cianometemoglobina (Carvalho, 1999). Esta fase terminou quando a média de
hemoglobina dos ratos atingiu 6,88 + 0,08g/dlI.

A Fase de Replecao foi realizada com 40 ratos anémicos divididos em 5
grupos e sob as respectivas dietas a seguir:

Grupo Controle (C) de Replegio: sem fortificacao.

Grupo Experimental QF: fortificacdo com Bisglicinato Quelato Ferroso
(36mg de ferro/kg de dieta).
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Grupo Experimental QF»: fortificacdo com Bisglicinato Quelato Ferroso
(72mg de ferro/kg de dieta).
Grupo Experimental SF: fortificacdo com Sulfato Ferroso-heptaidratado
(36mg de ferro/kg de dieta).
Grupo Experimental SF,: fortificagdo com Sulfato Ferroso-heptaidratado
(72mg de ferro/kg de dieta).

Os grupos foram homogeneizados quanto aos parametros hemoglobina e

peso (programa Excel do pacote MS Oficce).

A recuperagdo da anemia foi avaliada semanalmente quando retirava-se
uma gota de sangue da veia caudal de 4 animais de cada grupo para a determinar
a concentracdo de hemoglobina e contagem de reticuldcitos em esfregacos
sanguineos (Carvalho, 1999).

2.6. Determinagio dos Parametros Hematolégicos e Bioquimicos

Ao término do ensaio, os animais foram anestesiados progressivamente e
cerca de 4 ml do sangue foi coletado por pungao cardiaca. Parte do sangue foi
destinado a analise dos parametros hematoldgicos, e de outra parte foi retirado o

soro e destinado a analise dos parametros bioquimicos.

Parametros hematoldgicos, bioquimicos e morfolégicos estdo na Tabela 3.
Os oito primeiros sdo os recomendados pela National Health and Nutrition
Examination Survey, USA (Looker et al., 1995).

A Eficiéncia de Regeneracdo de Hemoglobina (%HRE), foi calculada
(Schricker et al., 1983) para avaliar possivel diferenca de recuperagao da
deplecdo ao empregar sulfato ferroso ou quelato ferroso. A equacdo esta

apresentada a seguir:
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Expressao 1:

%HRE = (mg final HbFe — mg inicial HbFe)/(mg Fe consumido) x 100

A quantidade de ferro da Hb (mg HbFe) foi determinada através da
Expresséo 2, a qual considera que o sangue representa 6,7% do peso corporal e
que a hemoglobina contem 3,35mg de ferro por grama.

Expressao 2:

mg HbFe = (Pesox6,7ml sangue/100g peso)x(g Hb/100ml sangue)x(3,35mg Fe/gHb)

TABELA 3. Parametros hematolégicos, bioquimicos e morfolégicos utilizados para
avaliacao da recuperacgéo da deplecio de ferro

Parametros Hematolégicos " Parametros Morfolégicos ' Parametros Bioquimicos *
RBC/Hb Macrocitose e Microcitose .
) ) ] Ferro Sérico
VCM/HCM/CHCM Hipercromia e Hipocromia TIBC
CH Variagéo de Hb e Anisocitose . .
. Saturagdo da Transferrina
CHDW/HDW/RDW Blastos e Atipias

" ADVIA 120 Multi-Species Software

2 Reagdo de 6xido-reducao

RBC: numero de eritrécitos; Hb: hemoglobina: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; CH: concentragdo de hemoglobina corpuscular, CHDW:
amplitude da distrubuicdo da concentragio de hemoglobina; HDW: amplitude da distribuicdo da quantidade de
hemoglobina; RDOW: amplitude da distribuigo de eritrécitos.

TIBC: capacidade total de ligag&o de ferro.

2.7. Determinacao da Absorgio Aparente

As fezes dos animais foram coletadas durante o periodo de replecdo e a
quantidade de ferro foi determinada conforme método 968.08 descrito pela AOAC
(1995). A absorgao aparente (AA) foi calculada segundo a equagao a seguir:

AA% = [(Fe ingerido — Fe fecal)/Fe ingerido] x 100
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Todos os parametros foram comparados através de teste de variancia
ANOVA (teste de Tukey) com nivel de significancia p<0,05. O software utilizado

para a analise foi o SAS-Statistical Analysis System.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao das Dietas

As dietas seguiram os requerimentos para ratos (Reeves et al.,, 1993;
National Research Council, 1995). A dieta controle continha PTS nao fortificada,
portanto, avaliava a biodisponibilidade do ferro contido naturalmente na PTS. Nas
outras quatro dietas avaliou-se a biodisponibilidade do ferro proveniente da PTS

somado ao ferro proveniente dos fortificantes.

A Tabela 4 apresenta os valores de energia, proteina, lipidio, carboidratos,
umidade e cinzas semelhantes nas dietas de deplegéo e replegao. A dieta de
deplecao foi elaborada com teor protéico de 11,25%, oriundo da caseina; a
compensagdo ponderal desta dieta, efetuada com carboidrato, apenas elevou

(6%) o valor calérico em relacao as demais dietas.

TABELA 4. Composicao centesimal média das dietas de adaptacéo, deplegao e replecao

Dietas Energia Solidos Umidade Proteina Lipidio Carboidrato Cinzas
Totais
Kcall100g % % % % % %
Deplegao 398,24 93,17 6,83 11,25 6,88 72,83 2,21
C 374,71 91,20 8,80 17,51 551 63,77 4.41
SF 372,61 91,47 8,53 16,65 4,85 65,59 4,38
SF, 375,04 91,40 8,60 17,19 5,24 64,78 419
QF 376,05 91,55 8,45 16,59 5,45 65,16 4,35
QF; 374,63 91,17 8,83 17,28 5,31 64,43 414
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A Tabela 5 apresenta a composi¢do aminoacidica da dieta de replegao: o
teor protéico cerca (17%) desta dieta demonstra perfil aminoacidico adequado

(NRC, 1995), porém, necessidade de suplementagdo de cistina (3g/kg de dieta).

TABELA 5. Composicdo de aminoacidos (mg/kg de dieta) da dieta de replecao; fonte
protéica: PTS; teor protéico médio: 17,04%

Alanina 9,12 Fenilalanina 7,56
Arginina 10,86 Prolina 10,41
Acido aspartico 15,21 Serina 7,08
Cistina 1,77 Treonina 3,21
Acido glutamico 26,94 Triptofano 2,16
Glicina 8,34 Tirosina 5,46
Histidina 4,23 Valina 8,28
Isoleucina 5,97 Metionina 1,59
Leucina 9,66 Lisina 855

As concentragées de ferro nas dietas deplegao e replecao (experimentais e
controle) estdo apresentadas na Tabela 6. Os valores justificam o periodo
prolongado de deplecéo (46 dias), e demonstram um gradiente de concentracdo

de ferro adequado entre as dietas.

TABELA 6. Concentracdo de ferro determinado nas dietas de deplecdo e replecdo
(experimentais e controle)

Dietas Ferro determinado (mg/kg)
Deplecao 15*
Replecao
C 36 **

SF 70

SF, 120

QF 80

QF, 120

* Ferro oriundo da Caseina.
** Ferro oriundo da PTS
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3.2. Fase de Deplegao

Um lote de 50 ratos recebeu dieta pobre em ferro (15ppm) ad libitum. Os
ratos iniciaram esta fase com valores médios de peso e hemoglobina de 158,12 +
16,73g e 13,24 + 0,72g/dl de sangue respectivamente. Apos 21 dias, quando a
hemoglobina média dos animais estabilizou-se em 11,11 + 1,02g/dl, iniciou-se um
processo de sangria retro-ocular (2ml/semana). Ao 46° dia o valor médio de

hemoglobina foi 6,88 + 0,78g/dl, encerrando-se a fase de deplecao.

Durante os 46 dias da fase de deplegdo nao foi afetado o crescimento
ponderal pela implantagao da anemia (Graficos 1). O peso médio dos ratos apos a
deplecdo, 276,11 + 31,25g, era normal para a idade (Jong, 1996; Teixeira, 1998;
Freitas, 2001).

300
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260
240
220
200 -
180 -
160
140
120
100

Peso Corporal (g)

1dia 4dia 9dia 12dia 16 dia 19 dia 23 dia 26 dia 30 dia 33 dia 37 dia 40 dia 44 dia 46 dia

Tempo de Deplecao

GRAFICO 1. Curva de ganho ponderal dos ratos durante a fase de
deplecdo em ferro.
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3.3. Fase de Replegiao

Foram necessarios apenas 18 dias para que os ratos atingissem valor
medio de hemoglobina de 14,7 + 0,65g/dlI.

O consumo alimentar e o ganho de peso dos grupos experimentais e o
grupo controle foram analogos, demonstrando que as fortificagdes nao
influenciaram a evolug@o ponderal (Tabela 7). Os autores (2002) ja verificaram
que os ratos jovens, mesmo com deficiéncia de ferro crescem adequadamente,
pelo menos até 90 dias de idades.

Notar que 0,7mg de Fe/dia é a recomendacdo para ratos (National
Research......., 19935). A PTS no grupo controle forneceu 0,51mg/dia o que elevou
a hemoglobina a 13,17 + 0,38g/dl ao término do ensaio (Tabela 8), demonstrando

boa disponibilidade do ferro proveniente da PTS nao fortificada.

TABELA 7. Consumo alimentar, consumo de ferro e ganho de peso dos grupos

experimentais e do grupo controle durante a fase de replecéo

Grupos Consumo Alimentar  Consumo de Ferro Ganho de Peso
(g/dia) (mg/dia) (9)

C 14,27 + 0,792 0,51+ 0,03° 42,72 + 595°

SF 13,88+ 1,44° 0,97+ 0,10°¢ 39,31+ 1225*

SF, 18,824 +1.10° 1,65+ 0,13* 42,44 + 512°

QF 14,22 + 1,232 1,14+ 0,10° 41,77 + 8,94 °

QF; 14,88 + 0,66 ° 1,79+ 0,08° 4184+ 754°

Valores: médias + desvio padrao.
Letras verticalmente iguais n&o apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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GRAFICO 2. Curva de ganho ponderal dos grupos experimentais e do

grupo controle (C) durante a fase de replecao

TABELA 8. Concentracao inicial e final de hemoglobina dos grupos experimentais e do

grupo controle durante os 18 dias da fase de replecao

Grupos Hemoglobina (g/dl)
Inicial Final

C 6,78 + 0,81° 13,17+ 0,38°
SF 6,84 + 0,82° 15,16 + 0,55°
SF, 6,72+ 0,88° 15,43+ 0,792
QF 6,96+ 0,86° 14,73 + 0,88 °
QF 6,89+ 0,83° 14,80 + 0,52 °
Valores: médias + desvio padréo.

Letras v

erticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).

A recuperacdo hemoglobinica dos ratos foi concomitante, como demonstra

o Grafico 3, sendo mais lenta para o grupo néo fortificado (C). A recuperagéo foi

avaliada também pelo numero de reticulécitos (Grafico 4). A reposigao de
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hemoglobina e a queda de reticuldcitos apresentaram velocidades aceleradas de
recuperagao sobretudo para os grupos SF, e QF,, ja que ao 8° estavam
praticamente recuperados. Entre o oitavo e décimo primeiro dia ocorreu discreta
estabilizagao, retomando o crescimento com menor aceleragdo em relagdo ao
inicio da replecdo. Estes resultados demonstram a relagdo inversa entre a
concentragdo de Hb e grau de absor¢do de ferro encontrada também por
Schricker et al., 1983. O grupo controle (C), apresentou também nos primeiros 6
dias de tratamento o importante aumento na concentragdo de hemoglobina e
manteve-se estavel até o décimo quarto dia, onde observa-se outro aumento de
Hb, embora estivesse significativamente inferior aos demais grupos ao final do
ensaio. O ferro proveniente da PTS do grupo controle foi biodisponivel para a
sintese de hemoglobina, porém, nao suficiente para atingir os mesmos valores dos
grupos fortificados. O grafico dos reticulécitos, Grafico 4, apresentou a esperada
diminuigdo do numero de células nos primeiros 8 dias de tratamento relacionando-

se com o aumento da concentragao de hemoglobina.
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GRAFICO 3. Concentracdo de Hb dos grupos experimentais e do grupo
controle durante a replegao: os valores de Hb no perdodo entre 6° e 14°

foram tomados de 3 ratos/grupo apenas.
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GRAFICO 4. Quantidade de reticulcitos nos grupos experimentais e

no grupo controle durante a fase de replecéo

Os valores iniciais e finais de hemoglobina de todos os ratos estao na
tabela 8 onde se observa que os grupos fortificados atingiram, no décimo oitavo
dia de replecao, valores normais e analogos estatisticamente independentes da
concentragao de ferro administrada. Entretanto os grupos SFz e QF., ou seja, com
maiores quantidades de ferro foram mais eficientes na fase inicial da recuperacao.

A Eficiéncia de Regeneragéo de Hemoglobina (HRE), tem sido utilizada em
estudos sobre biodisponibilidade de ferro sobretudo em ratos (Miller & Nnanna,
1983: Park et al., 1983; Jansuittivechakul et al., 1985; Thannoun et al., 1987;
Zhang et al, 1985 e 1989; Simées, 1998; Miranda, 1999). Os mencionados
trabalhos estudaram fontes de ferro alimentar e comparam a Eficiéncia de
Regeneragao (HRE) com outras fontes conhecidas e, sobretudo com o Sulfato

Ferroso.
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A HRE % € uma relagao percentual entre o ganho de hemoglobina e ganho
ponderal sobre o consumo de ferro durante um periodo de tempo (vide item 2.6).
No presente trabalho sdo comparaveis as dietas SF e QF, devido as
concentragées de ferro semelhantes, e pela mesma razdo sdo comparaveis as
dietas SF; e QF,. Tabela 9 demonstra HRE % semelhante para SF e QF, assim
como para as dietas SF; e QF,. A eficiéncia de recuperagdo de hemoglobina foi
menor para SF, e QF demonstrando que 72mg de Fe/kg de dieta é excessiva. A
dieta controle com 36mg de Fe/kg de dieta tem a melhor HRE. Outros parametros
demonstrarao (item 3.4) déficits hematoldgicos dentro deste grupo. Portanto, a
HRE tem real valor apenas na fase inicial quando a elevagao de hemoglobina esta
acelerada. Esta fase que, neste ensaio, durou 8 dias depende de fato mais da
capacidade de absorc¢ao e transporte de Fe pelo rato do que propriamente da

fonte de ferro.

TABELA 9. Consumo de ferro, ganho de hemoglobina e Eficiéncia de Regeneragao de

Hemoglobina (HRE) dos grupos experimentais e do grupo controle na fase de replecao

Grupos Consumo de Ferro Ganho de Hb HRE

(mg) (g/dI) (%)
C 9,26 + 3,31 ¢ 6,43 +1,03° 8531 +7.01“
SF 17,49 +6,41° 8,16 + 0,837 3485+ 282"
SF; 29,87 + 1,38° 8,81+ 0,54° 2193 277"
QF 20,47 +1,77° 7,77 +1,20% 29,72+ 3,91°
QF, 32,15+ 1,43° TLO£101¢® 19,65+ 1,88°

Valores: médias + desvio padréo.

Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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3.4. Analises dos Parametros Hematologicos e Bioquimicos

O processo inicial de anemia por deficiéncia de ferro € caracterizado pelo
esgotamento dos estoques enquanto que as células se apresentam normociticas e
normocromicas e muito pouco anisociticas. A medida que a deficiéncia se torna
mais intensa inicia-se a queda de hemoglobina e o aparecimento de microcitose e
hipocromia (Mikami et al., 2000). As Tabelas 10 e 11 apresentam o escrutinio das
analises destas alteracdes, as quais agora demonstram as diferencas entre os

grupos do ensaio.

A Tabela 10 demonstra que o grupo controle, que recebeu 0,51mg de
Fe/dia apresentou valores dos indices VCM, HCM e CHCM inferiores em relagao
aos grupos fortificados.

TABELA 10. Valores hematimétricos médios dos quatro grupos experimentais e do grupo
controle apos a fase de replecao

Grupos Ht VCM HCM CHCM RBC
(%) (fl) (pg) (g/dl) (x10° cells/ug)
C 43,61+1,50° 45,99+1,79° 13,89+0,68° 29,03+0,81°  9,50+0,43°
SF 47,09+2,05° 53,66+1,86° 17,29+1,08° 32,20+0,87°  8,78+0,50”
SF, 4421+3,44® 5428+229° 19,34+1,03° 3565+0,41*  8,07+0,80°
QF 4567+2,58% 5344+213% 17,26:0,77° 32,22+0,51°  8,54:0,34°
QF; 42 63+2,19% 53 30+1,53° 17,67+0,67° 33,11+0,35°  8,36%0,57°

Valores: médias + desvio padréo.

Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Ht: Hematocrito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM:
Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média; RBC: Células Vermelhas.

Os parametros CH, CHDW, RDW e HDW que estdo apresentados na
Tabela 11 avaliam respectivamente o contetido de hemoglobina celular, amplitude
da distribuicdo de hemoglobina na célula, amplitude da distribuicao de globulos
vermelhos e amplitude da distribuigdo de hemoglobina. Observa-se, nesta Tabela,
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queé o grupo controle (sem fortificaco), apresentou valores significativamente

menores em relag&o aos grupos que tiveram ferro adicionado a PTS.

TABELA 11. Valores médios de CH, CHDW, RDW e HDW dos grupos experimentais e
grupo controle apés a fase de replecso

Grupos CH CHDW RDW HDW

Pg Pg % g/d
c 13,25 + 0,67° 3,56 + 0,30° 27,05 +2,03° 2,74 +0,10°
SF 16,79 + 0,53° 5,38 + 0,30° 30,47 +1,67® 2,92 + 0,16
SF, 17,80 + 0,62° 5,97 +0,74%° 31,32 + 3,367 3,07 £ 0,15%
QF 16,81 + 0,85° 5,27 + 0,27° 29,54 + 0,94 2,94 + 0,13
QF, 17,48 + 0,62° 6,16 + 0,62° 32,81+ 1,90° 3,16 +0,14°

Valores: médias + desvio padrao.

Letras verticalmente iguais nio apresentam diferenca significativa (p<0,05).

HC: Hemoglobina Celular; CHDW: Amplitude da Distribuicdo da Hemoglobina Celular; RDW-
Amplitude da Distribuicdo de Glébulos Vermelhos; HDW: Amplitude da Distribuicdo de
Hemoglobina

A Figura 1 apresenta os citogramas de volume celular (eixo y) e
concentracdo de hemoglobina (eixo x). Os indicadores delimitam 9 regies
notaveis de avaliacdo da morfologia e cromasia dos eritrécitos. No eixo X, 0S
indicadores de concentragao de hemoglobina estdo acomodados em 28g/dl e
41g/dl, de forma que globulos vermelhos com concentragcao de hemoglobina
inferior a 28g/dl s@o hipocrémicos e superior a 41g/dl sdo hipercrémicos. No eixo
Y. os indicadores de volume de células vermelhas estio acomodados em 60fl e
120fl, e da mesma forma, glébulos vermelhos com volume inferior a 60fl sdo
microciticos e superior a 120fl sd0 macrociticos.
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y) e concentracao de Hb

X) dos grupos controle
experimentais

esta demonstrant

aparecimento de

normocitic:

Os citogramas acima reproduzem os resultados obtidos nos cinco distintos
tratamentos da anemia. Em todos os casos observa-se um grande numero de
células microciticas, que seria indicativo de anemia por deficiéncia de ferro, no
entanto, resultados de analises de perfil hematologico em ratos wistar normais
realizados neste laboratério parecem demonstrar este quadro como caracteristico,
embora o software utilizado para as analises estivesse calibrado para a respectiva
espécie. Ao considerar estes fatos, observa-se que os graficos comportaram-se de
maneira diferente de forma que os grupos que receberam PTS fortificada
avancaram de modo significativo o indicador minimo de microcitose quando
comparados com o grupo nao fortificado, ou seja, a fortificagao promoveu aporte
de ferro suficiente para produgcdo de células vermelhas normociticas e

normocromicas.

80



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

%

Em analises realizadas neste laboratério, o valor médio de hemoglobina e
numero de eritrocitos de ratos wistar normais em relagdo aos estoques de ferro, foi
de 11,31 + 0,65g/dl e 6,00 + 0,23 x10° cells/ul respectivamente, o que permite
concluir que o grupo controle, o qual ndo recebeu fortificacao, teve considerado
aumento de hemoglobina e nimero de eritrocitos, quando comparados a estes
ratos padroes. Vale ressaltar que o grupo controle reteve a microcitose apesar da
hemoglobina ja estar em 13,17 + 0,38g/dl.

Os grupos que receberam fortificacdo, SF e QF, apresentaram uma melhor
sintese de hemoglobina e a diversificagido de diametros, esbogando duas
subpopulagGes. Acrescenta-se que na recuperagido sob Bisglicinato Quelato
Ferroso (grupo QF), onde se esperava maior eficiéncia de replecao de ferro
(Pineda et al., 1998; Jeppsen & Borzelleca, 1999), nao ocorreu superioridade
sobre o Sulfato Ferroso.

Quanto aos grupos que tiveram suas dietas adicionadas de uma quantidade
maior de ferro, SF; e QF,, péde-se observar que a relacdo entre o total das células
vermelhas e suas concentragbes de hemoglobina demonstrou pela primeira vez
que a populagéo eritrocitaria tende & hipercromasia. Notaram-se aqui, duas nitidas
subpopulagdes que confirmam a anisocitose e hipercromasia.

Nenhum indicador bioquimico analisado isoladamente fornece um
diagnodstico seguro de deficiéncia em ferro de forma que o uso de varios
indicadores do status de ferro fornecem melhor interpretagao (Looker et al., 1995).

A concentragao sérica de ferro e transferrina depende da velocidade com
que o ferro entra no plasma a partir das células absortivas da mucosa intestinal,
assim como, da velocidade com que este é introduzido nas células vermelhas.
Paralelamente, a concentragdo de ferro presente na mucosa exerce influéncia
importante nos niveis séricos dos indicadores apresentados na Tabela 12, uma
vez que na deficiéncia de ferro a concentracgéo de ferro sérico esta diminuida e a

81



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

W—_——_

concentragdo de transferrina esta aumentada, o que permite a conclusao de que a
capacidade total de ligagéo de ferro se torna elevada e a saturagao da transferrina
reduz significativamente podendo atingir valores abaixo de 15% (Williams et al..,
1983; Rapaport, 1987).

Os resultados descritos na Tabela 12 estdo coerentes as afirmacoes acima,
visto que o grupo controle (C), o qual n&o recebeu fortificacao e portanto tinha
menor concentracdo de ferro na dieta, apresentou valores de ferro sérico e
saturagao da transferrina menores e TIBC maiores do que Os grupos que

receberam fortificacado.

TABELA 12. Valores médios de Ferro sérico, capacidade total de ligagao de ferro (TIBC) e

staturacdo da transferrina dos grupos experimentais e grupo controle apos a fase de

replecao
Grupos Ferro sérico TIBC Saturagao
(ng/dl) (no/dl) (%)

G 63,12+ 22,74° 971,19 + 252,152 6,66+ 2,95°
SF 184,97 + 27,12° 623,99 + 53,61° 30,12+ 5,68°
SF, 159,10 + 63,11° 666,94 + 105,94 ° 23,67 + 8,53°
QF 17314+ 36,86°% 710,04 + 183,19° 24,27 + 7,47°
QF;, 177,21 + 47,10° 73544+ 181,19° 25,25+ 9,282

Valores: médias + desvio padrao.
Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
TIBC: Capacidade Total de Ligagéo de Ferro

Mais uma vez, nao foi observada superioridade do Bisglicinato Quelato
Ferroso sobre o Sulfato Ferroso. Vale lembrar que os trabalhos foram realizados
em diferentes situacdes, portanto, diferencas entre eles estarao sempre presentes.
Tais diferencas podem ser causadas por fatores que variam desde a natureza do
alimento a ser fortificado até as caracteristicas da populagé@o que sera submetida

ao experimento. Sendo assim, a dificuldade de comparagdo entre o presente
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trabalho com os citados anteriormente torna-se concreta, ja que a maioria deles foi
realizada com humanos ou, em alguns deles, o fortificante foi testado
isoladamente, ou seja, ndo adicionado a nenhum alimento e sim sob forma de
capsulas medicamentosas.

Na Tabela 13 estdao apresentados os valores de absor¢ao aparente, os
quais mostraram-se maiores nos grupos que receberam dietas fortificadas.
Observou-se que o ferro proveniente do Bisglicinato Quelato Ferroso promoveu
melhor absorg¢éo, no entanto, houve diminuigdo da taxa de absorcdo quando se
elevou a quantidade de ferro.

Tabela 13. Valores de ingestéo e excregao fecal de ferro durante o periodo de replegéo
(14 dias) e % de Absorgéao Aparente dos grupos fortificados e controle

Grupos Ingestao de Ferro Ferro Fecal Absorgao Aparente
(mg) (mg) (%)

C 9,53+0,65° 6,83 +0,95° 28,57 +5,45 %

SF 16,09 +2,11° 12,19+ 1,15° 23,88+593°

SF, 30,66 +1,62° 19,39 + 0,58 ° 36,69 + 1,79 2

QF 20,08 +2,23° 12,12 +2,65°" 40,12+7,39°

QF; 31,68 +0,64° 21,63+1,26° 31,74 +264 %

Valores: médias + desvio padrao.

Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).

No presente trabalho, ao adicionar-se ferro a PTS notou-se que sua
absorgao foi adequada o suficiente para descaracterizar a anemia dos ratos. Estes
resultados estdo de acordo com os de Smith (1983), o qual ao relacionar
concentracdo de ferro e grau de absorgao estabeleceu uma relacao direta e
proporcional. Tal relagdo n&do foi tdo visivel quando a concentragdo dos
fortificantes foi elevada, uma vez que os resultados dos indicadores avaliados nao
demonstraram diferengas significativas que pudessem levar a conclusio de que o
grau de absorg¢ao do ferro foi maior.

83



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

_—#_

Estudos sobre a biodisponibilidade do ferro oriundo de fontes vegetais,
sobretudo da proteina da soja sdo freqiuentes e procuram entender as
caracteristicas quimicas e bioldgicas da proteina relacionada com a distribuicao do
ferro. A concentragdo de ferro na soja pode ser considerada alta (85mg/kg
segundo IBGE), a qual, até a década de 80 foi apresentada como um ferro pouco
biodisponivel (Rotruck & Luhrsen, 1979; Smith, 1983; Cook & Reusser, 1983). A
proteina texturizada de soja tem concentragdo de &cido fitico reduzida (= 0,95-
1,63%, segundo Anderson & Wolf, 1995) pelo processo de extrusdo, embora a
possibilidade de formagdo de complexo com o ferro ndo esteja descartada.
Rotruck & Luhrsen (1979), respaldados por estudos proprios e outros estudos das
décadas de 60 e 70, afirmaram a nao interferéncia do acido fitico na absorgéo do
ferro e demonstraram a biodisponibilidade do ferro proveniente da soja e seus
produtos. Entretanto, estudos continuaram a demonstrar a redugéo significativa da
absorgao do ferro quando em presenca de acido fitico (Cook & Reusser, 1983;
Clydesdale, 1983; Hallberg et al., 1989; Liener, 1994). E necessario manter a
credibilidade em Rotruck & Luhrsen (1979), por levantarem a discussao de que
muitos trabalhos que avaliavam a influéncia do acido fitico na biodisponibilidade
do ferro utilizavam o fitato sob forma purificada de fitato de sédio, o qual &
diferente do fitato presente nos alimentos. Neste ultimo, o ferro apresenta-se
acoplado a outros minerais como calcio e magnésio e por isso sao menos

susceptiveis a formacao de complexos insolaveis.

4. CONCLUSAO

A Proteina Texturizada de Soja das dietas promove crescimento adequado

de ratos, assim como a manutengdo do equilibrio hemoglobinico.
O processo de implantacdo da anemia nao exerce influéncia sobre a

evolugdo ponderal, ja que ao final da fase de deplecédo de ferro o peso medio

apresentou-se adequado para a idade.
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A HRE, ou seja, a eficiéncia de incorporagao do ferro natural da PTS foi
maior que a eficiéncia do ferro proveniente das PTSs fortificadas, de forma que a
% HRE diminui conforme o aumento da concentracao do ferro.

Foi demonstrado neste trabalho que ratos anémicos (Hb entorno de
6,88g/dl) elevam a concentragio de hemoglobina recuperando-a sem fortificacao
em dieta contendo PTS com teor protéico de 17%, entretanto, conservam

estigmas (anisocitose e variagdo de cromasia) da anemia.

Embora a fortificagdo tenha acelerado o processo de recuperacdo, os
grupos que receberam fortificagdo demonstraram que a quantidade de ferro ideal
para replecgao foi 0,97 mg/dia, podendo obter uma replegao (em analise superficial,
apenas hemoglobina) com 0,51mg/g, que neste caso foi proveniente da PTS. O
exposto aqui faz concluir, e mesmo foi verificado, que quantidades superiores a
0,97mg/dia ndo sdo necessarias. Afirma-se mais uma vez que, neste trabalho,
Sulfato Ferroso nao é inferior ao Bisglicinato Quelato Ferroso.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDERSON, R. L.; WOLF, W. J. Compositional changes in trypsin inhibitors,
phytic acid, saponins and isoflavones related to soybean processing. Journal of
Nutrition, 1995; 125: 581S-588S. Supplement.

AOAC. Official methods of analysis of AOAC International. Edicao Patricia Cunnif.
16. ed. Virginia: AOAC International, 1995. v. 1

AOAC. Official methods of analysis of AOAC International. Edicao Patricia Cunnif.
16. ed. Maryland: AOAC International, 1997. v.2

BENOIST, B. Introduction. Journal of Nutition, 2001; 131:564S.

85



Artigo Il: Biodisponibilidade do ferro em PTS

w

BRUNKEN G. S. e SZARFARC, S. C. Anemia Ferropriva em Pré - Escolares:
Consequéncias, Formas de Controle e Historico das Politicas Nacionais de
Reducéo da Deficiéncia. Cadernos de Nutricdo, 1999; 17: 1-19.

CARVALHO, W. F. Técnicas médicas de hematologia e imuno-hematologia. 7.
ed. Belo Horizonte: Coopmed, 1999. 340 p.

CLYDESDALE, F. M. Physicochemical determinants of iron bioavailability. Food
Thecnology, 1983; 133-144. Outstanding Symposia in Food Science &
Technology.

COOK, J. D.: REUSSER, M. E. lIron fortification: an update. American Journal of
Clinical Nutrition, 1983; 38: 648-659.

DAHIJA, S. and KAPOOR, A. C. Biological evaluation of protein quality of home-
processed supplementary foods for pre-school children. Food Chemistry, 1993;
48: 183-188.

FREIRE, W. B. Strategies of the Pan American Health Organization/World Health
Organization for the control of iron deficiency in Latin American. Nutrition Reviews,
1997; 55(6): 183-188.

FREITAS, M. C. J. Dietas ricas em amido resistente de bananas verdes (Musa
AAA-Nanicdo e Musa AAB-Terra) promovem alteragdes na fungéo intestinal, no
metabolismo lipidico e glicidico e na microbiota intestinal. [dissertacao].
Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 2001.

GAZETA DO SUL. Anuario brasileiro da soja 2001. Disponivel em
<http://www.gazetadosul.com.br/anuariodasoja>. Acesso em: 17 abr. 2002

86



Artigo Il: Biodisponibilidade do ferro em PTS

%

HALLBERG, L.; BRUNE, M.; ROSSANDER, L. Iron absortion in man: ascorbic

acid and dose-dependent inhibition by phytate. American Journal of Clinical
Nutrition, 1989; 49: 140-144.

HURREL, R. F. Preventing iron deficiency through food fortification. Nutrition
Reviews, 1997; 55(6): 210-222.

JANSUITTIVECHAKUL, O.; MAHONEY, A. W.: CORNFORTH, D. P;
HENDRICKS, D. G.; KANGSADALAMPAI, K. Effect of heat treatment on
bioavailability of meat and hemoglobin iron fed to anemic rats. Journal of Food
Science, 1985; 50: 407-409.

JEPPSEN, R. B.; BORZELLECA, J. F. Safety evaluation of ferrous bisglycinate
chelate. Food and Chemical Toxicology, 1999; 37: 723-731.

JONG, E. V. Influéncia de dietas normo e hiperlipidicas sobre o perfil nutricional,
parametros bioquimicos séricos e estruturais do figado de ratos wistar.
[dissertag@o]. Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 1996.

LIENER, I. E. Implications of antinutritional components in soybean foods. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 1994; 34(1 ): 31-67.

LOOKER, A. C.; GUNTER, E. W.; JOHNSON, C. L. Methods to assess iron status
in various NHANES surveys. Nutrition Reviews, 1995; 53(9): 246-254.

MEJIA, L. A. Fortification of foods: historical development and current practices.
Food and Nutrition Bulletin, 1994; 15(4): 278-281.

MIKAMI, T.; HISAYASU, S.; IKEDA-MORE, Y.; YOSHINO, Y. Decreased mucosal
iron induces an increase in intestinal iron absorption in the early stage of iron-
deficiency. Nutrition Research, 2000; 20(10): 1457-.1465.

87



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

——-—-——W

MILLER, J.: NNANNA, |. Bioavailability of iron in cooked egg yolk for maintenance
of hemoglobin levels in growing rats. Journal of Nutrition, 1983; 113: 1169-1175.

MIRANDA. L. S. Enriquecimento de alimento a base de leite em p6 e fuba de
milho com ferro. [dissertagdo]. Vigosa: Universidade Federal de Vigcosa; 1999.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrient Requirements of Laboratory Animals.
4. rev. ed. Washington, D.C., National Academy Press, 1995. p.32.

OLIVARES, M.. PIZARRO, F.; PINEDA, O.; NAME, J. J.; HERTRAMPF, E;
WALTER, T. Milk inhibits and ascorbic acid favors ferrous bis-glycine chelate
bioavailability in humans. Journal of Nutrition, 1997; 127: 1407-1411.

PARK, Y. W.: MAHONEY, A. W.; CORNFORTH, D. P.; COLLINGE, S. K;
HENDRICKS, D. G. Bioavailability to anemic rats of iron from fresh, cooked or
nitrosylated hemoglobin and mioglobin. Journal Nutrition, 1983; 113: 680-687.

PINEDA, O.: ASHMEAD, D.; PEREZ, J. M.; LEMUS, C. P. Effectiveness of iron
amino acid chelate on the treatment of iron deficincy anemia in adolescents.
Journal of Applied Nutrition, 1994; 46(1/2): 2-13.

QUEIROZ, S. S.: TORRES, M. A. A. Anemia carencial ferropriva: aspectos
fisiopatologicos e experiéncia com a utilizagdo do leite fortificado. Pediatria
Moderna, 1995; 31: Edicao Especial.

RAPAPORT, S. J. Introducdo a hematologia. Sao Paulo: Roca, 1987. 346 p.

R.C.W RADAR. Banco de dados da soja. Disponivel em
<http://www.rcwconsultores.com.br/radarsoja>. Acesso em: 17 abr. 2002

REEVES, P. G.: NIELSEN, F. H.; FAHEY, G. C. AIN-93 purified diets for

laboratory rodents: final report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing

38



Artigo II: Biodisponibilidade do ferro em PTS

%

committee on reformulation of the AIN-76A rodent diet. Journal of Nutrition, 1993:
123: 1939-1951.

ROTRUCK, J. T.; LUHRSEN, K. R. A comparative study in rats of iron
bioavailability from cooked beef and soybean protein. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 1979; 27(1): 27-33.

SCHRICKER, B. R.; MILLER, D. D.: CAMPEN, D. V. Effects of iron status and soy
protein on iron absortion by rats. Journal of Nutrition, 1983; 113: 996-1001.

SIMOES, M. C. C. Desenvolvimento de um suplemento nutricional rico em ferro
hematinico. [dissertagio]. Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 1998.

SMITH, K. T. Effects of chemical enviroment on iron bioavailability measurements
Food Thecnology, 1983; Oct.: 115-120. Outstanding Symposia in Food Science &
Technology. |

STEPHENSON, L. S. Possible new developments in community control of iron-
deficiency anemia. Nutrition Reviews, 1995; 53(2): 23-30.

STOLTZFUS, R. J. Defining iron-deficiency anemia in public health terms: a time
for reflection. Journal of Nutrition, 2001; 131: 565S-5678S.

STOLTZFUS, R. J. Summary: implications for research and programs. Journal of
Nutrition, 2001; 131: 697S-701S. Supplement.

TEIXEIRA, M. A. V. Amido resistente: estudo da estrutura, ocorréncia e

propriedades nutricionais em amido de milho e de banana. [dissertagao].
Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 1998.

89



Artigo Il: Biodisponibilidade do ferro em PTS

W

THANNOUN, A.M.: MAHONEY, A. W.;: HENDRICKS, D. G.; ZHANG, D. Effect of
meat-mixtures on bioavailability of total dietary iron for anemic rats. Cereal
Chemistry, 1987; 64(6): 399-403.

VITERI, F. E. Iron supplementation for the control of iron deficiency in populations
at risk. Nutrition Reviews, 1997; 55(6): 195-209.

WILLIAM, W. J.: BEUTLER, E.; ERSLEV, A. J.; LICHTMAN, M. A. Hematology. 3.
ed. US: Mc Graw-Hill Book Company. 1728 p.

ZHANG, D.: HENDRICKS, D. G.; MAHONEY, A. W.; CORNFORTH, D. P.
Bioavailability of iron in green peas, spinach, bran cereal and cornmeal fed to
anemic rats. Journal of Food Science, 1985; 50: 426-428.

ZHANG, D.: HENDRICKS, D. G.; MAHONEY, A. W. Bioavailability of total iron
from meat, spinach (Spinacea oleracea L.) and meat-spinach mixtures by anaemic
and non-anaemic rats. British Journal of Nutrition, 1989; 61: 331-343.

ZIEGLER, E. E.; FOMON, S. J. Strategies for the preventation of iron deficiency:
iron in infant formulas and baby foods. Nutrition Reviews,1996; 54(11): 348-354.

90



Conclusées Gerais

%

CONCLUSOES GERAIS

A evolucao ponderal dos ratos nio foi afetada pela substituicao parcial ou
total da fonte protéica da dieta por PTS, ja que ao final dos ensaios os ratos
apresentaram peso médio adequado para a idade.

Em ambos ensaios, a indugdo a anemia, na fase de deplegao, e
posteriormente a administracdo de diferentes concentragdes de ferro, na fase de

replec¢ao, também nao exercerem influéncia sobre o ganho de peso dos animais.

Em relagao a primeira etapa do trabalho, a absorgdo do ferro natural da
PTS pode ter sido influenciada pela adi¢do de proteina animal nas dietas. Esta
situagao constitui hipotese aceitavel para esclarecer o fato de que nao foram
encontradas diferencas de biodisponibilidade entre o Sulfato Ferroso e o Quelato
Ferroso. Os resultados permitiram concluir que dietas que contenham como fonte

protéica PTS associada a proteina animal nao necessitam de fortificagao.

Na segunda etapa, pdde-se concluir que os ratos anémicos foram capazes
de recuperar-se consumindo PTS nao fortificada, porém, esta recuperagao
mostrou-se mais efetiva nos grupos fortificados. Novamente, nao foram
observadas diferengas de biodisponibilidade entre o Sulfato Ferroso e o Quelato

Ferroso.
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ANEXO 1

Evolugcéo ponderal e hemoglobinica de ratos jovens alimentados com dieta

contendo PTS como fonte protéica total

Um grupo de 70 ratos Wistar/Unicamp com 21 dias de idade, recém
desmamados foi avaliado quanto a evolugdo ponderal e hemoglobinica através da
administragéo de dieta contendo PTS como fonte protéica. O teor de ferro da dieta
era 36mg/kg de dieta, oriundo apenas da PTS. Apods 25 dias os ratos, que tinham
iniciado a fase com peso médio em torno de 64,11 + 9,49g, atingiram 158,12 +
16,73g conforme o Grafico 1. O valor médio de hemoglobina ao final desta fase foi
13,24 + 0,72g/dl. Estes resultados demonstraram que a PTS empregada
promoveu crescimento adequado, uma vez que o peso de ratos machos normais
com 60 dias € de 150 a 180g (Jong, 1996; Teixeira, 1998; Freitas, 2001) e os
valores normais de hemoglobina para ratos adultos variam entre 13,86 + 0,32g/dl,
como verificados em ensaios neste laboratdrio, embora um valor superior tenha

sido registrado neste trabalho quando as dietas foram fortificadas com ferro.
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GRAFICO 1. Curva de ganho ponderal durante 25 dias dos ratos recém

desmamados.
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Esquema de adi¢do de ferro a Proteina Texturizada de Soja (PTS) durante o

processo de extrusao

Controles

RECEPGAO - Perfil granulométrico
FARINHA DESENGORDURADA DE SOJA - Umidade

- Cor

BLENDAGEM ’ - Dosagem de farinha de soja
- Aditivacdo de Fe

h - Vazéo de farinha de soja
PRE-CONDICIONAMENTO - Temperatura do pré-condicionador

- Vapor direto

- Dosagem de agua

- Temperatura do extrusor
EXTRUSAQ - Dosagem de agua
- Velocidade de corte

- Tempo de secagem
SECAGEM - Temperatura de secagem
| |
{ MOAGEM ] [ CLASSIFICAGAO GRANULOMETRICA } - Perfil granulométrico
( EMBALAGEM - Umidade
- Densidade
- Cor
- Absorcéo de agua

- Andlises microbiologicas

Quadro 1. Esquema demonstrativo da adi¢do de ferro a PTS durante o processo de
extrusdo. Fonte: Bunge Alimentos Esteio/RS
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Especificacées da fonte de fibra utilizada na confecgdo das dietas
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MICROCEL BIANNER
CELULOSE MICROCRISTALINA ;M

D EN B0 S002

CERTIFICADO DE ANALISE

TIPO : MC-101
LOTE : 057/02

ANALISES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Aspecto P6 Branco, Nao Fibroso Passa
Odor Inodoro Passa
Identificacdo A Positivo Passa
Identificacao B Positivo Passa
Identificacdo C Max 350 330
Perda Por Secagem % Max. 7.0 3.2
pH 50a7.0 5.9
Substancias SolGveis Em Agua % - Max. 0.24 0.12
Residuo De Ignicdo % Max. 0.05 0.04
Metais Pesados (ppm) Max. 10 <10
Substancias SolGveis Em Eter % Max 0.05 0.00
Condutividade (microsiemens) Max 75 54
Danc (g/cm3) * 0.26 2 0.31 0.30
Retencao Malha 60 (250 Microns)% Max 1.0 0.0
Retencdo Malha 200 (74 Microns)% Max. 30.0 26.0

Este produto foi fabricado seguindo as Boas Praticas de Fabricagho para insumos farmacéuticos e esta de acordo com as
especificacdes da USP25/NF20.

Atende as seguintes especificacbes microbiolégicas: contagem bacteriana total - max, 1000 ufc/g, contagem de bolores e
leveduras - max. 100 ufc/g, ausente em 10g de amostra para Escherichia coli, Salmonella species, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus.

Este produto atende os requisitos para Impurezas Organicas Voliteis - USP <467>.

* Densidade aparente nao compactada.

Fabricacio : 03/Fcv/2002
Validade : 03/Fev/2007

Mirna
Data de Emissdo : 22/Fev/2002 Farmacéutica CRF8-14.378
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BIANER

FICHA DE DADOS DE SEGURANGA

Nome Comercial do Produto : MICROCEL |

Nome Quimico: CELULOSE MICROCRISTALINA
Familia Quimica: Celulose

Categoria: Orgénico, carboidrato

Classe: Insumo Famnacéutico

1- Caracteristicas Fisicas:

Descricio: Pé fino, branco e inodoro.

2- Perigo da Incéndio:

Sem perigo de inflamagdo.
Extintores: agua, espuma, pé quimico.
Procedimentos especiais em caso de incéndio: nenhum.

3- Perigo para a Sauda:

Sem perigo especial.

Efeitos da exposigio prolongada. nenhum.

Em caso de contato acidental: no caso de contato com os olhes, lavar com agua. Se ocorrer irritagdo, procure
atendimento médico.

4- Perigo de Reacio:

Nenhum perige sob condigdes normars.
Estabilidade do produto: estavel.

5  Em caso de Deframamento ou Vazameanto

Evitar o contato com 4gua até que todo o material tenha sido recolhido e desprezado. A area deve ser {avada com
dgua.

6~ InformacBes para Protecic Pessoal:

Evitar formag3o de poeiras nc ambiente Exaustdo local e ventilagado mecénica sio recomendados para prevenir a
inaiagdo do po.

Necessario uso de mascara contra po.

Recomendado protegio para os othos.

Recomendado uso de vestimenta apropriada contra poeiras,

7- Manuseio 8 armazenamaento:
Estocar em area seca, em ambiente adequado para armazenamento de matérias-primas farmacéuticas mantendo a

embalagemn bem fechada. i
De acordo com as boas praticas de fabricag3o, manuseie com cuidado e evite cantato pessoal.

Fabricante Blanver Farmoquimica ftda
Rua Dr. José Alexandra Crosgnac, 715
Ambuitd - itapevi ~ Siio Paulo - cep — 06651-970
Fone: 11 4144-1700 Fax: 11 41442256
e-mail: blanver@blanver.com.br
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ANEXO 4

Parecer de Aprovagdo dos Ensaios Biolégicos pelo Comité de Etica
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‘\"}/ INSTITUTO DE BIOLOGIA
q.‘;' UNICAMP
s CEEA-IB-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentagao Animal
Instituto de Biologia
Universidade Estadual de Campinas
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo . .H‘Q . sobre .. f'b’j‘ LG S T“NG
sobaresponsat;ilidade de... . D& . BC RR RELLRAVEIRTE | TAVKAES
j)ép,ﬁ};LwFE‘Ar esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissiao de Etica na

Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de .(3/07/ <0CC Este
certificado expira em .J£./.0% /. AL0

Campinas, .. 13. de /JUC- MLL B

CERTIFICATE

We certify that the work described in  the manuscnp: o i’]wm {.ﬂ«tv{& MH‘V\- 6'1:
AR I«x@«hjﬂ 'rfw!u*m B R VS 2 SR
........................................................................................................................ *, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the Institute of Biology/UNICAMP Ethics
Committee for Animal Research (CEEA) on 99/.(3./.2000., protocol n° 13-/ This certicicate
expires on®%/. 14/ oo .

Campinas O7./13 1 <c00

Mé{a‘e—yi‘:uc #/M AT -€)ZCA‘ — Q ugﬁ

1 | I - ] G
Prot(a) Bria Ollz K. M., ey Pk Prof(a) Dr(a)
Presidentc - CEEA/TB/UNICAMP Secretario(a) — CEEA/TB/UNICAMP
UNTVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONTE (019} TRE 7116
INSTIUTO DE BIOLOGIA FAX 1019y 289 3123

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERING VAL
CEP =13 0R1-970 - T AMPINAS - 5P - BRASIL
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S‘"A Universidade Estadual de Campinas

= 4 Instituto de Biologia . ¥

LAIEAME % L
CEEA-IB-UNICAMF

Comissao de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO
Certificamos que o Protocolo n° FOZ-] ... sobre < FORTTHALAD Zory

TR0 JE DDrENA  TEXTURIEAD \2E S NDESTINADA

ALMENTRIGID ATV "

<ob aresponsabilidade o 0T DRI JEBORA IE Qg TAHARES
FEQ/UNIOQMF esta

de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA). tendo sido aprovado pela
Comissé@o de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de
04/10/2001.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 502“/ (= AL 1 RO OSRE

is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on 04/10/2001.

(d) (m) ty)

Campinas. 04 de?utubro de 2001.
F

3

Wit o ilion £ T

Prota. D!@/Alba R. M. Souza BIilo Y Prof. Dr. Armando Ferreira Lima
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secrctario - CEEA/IB/UNICAMP

TRELLFLN L &% AT
T T
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