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Resumo

O estimulo ao consumo de alimentos ricos em carotendides pro-vitaminicos A ¢ uma
importante estratégia para combater a deficiéncia de vitamina A. A folha de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), que possui elevadas quantidades de B-caroteno, ¢ utilizada na
culindria tipica da regido Norte do Brasil e como um ingrediente da multimistura, suplemento
alimentar alternativo empregado no combate a desnutricdo infantil. No entanto, existem
questionamentos sobre o potencial vitaminico A da folha de mandioca, principalmente devido
a baixa biodisponibilidade dos carotenoides em hortalicas. O presente estudo avaliou a
biodisponibilidade do [3-caroteno do pd da folha de mandioca em ratos. Quinze ratos que
tiveram suas reservas hepaticas de vitamina A depletadas por meio do consumo de uma dieta
AIN-93G sem vitamina A (dieta DD) foram divididos em trés grupos e tratados por 30 dias
com uma das seguintes dietas: dieta DD (grupo deficiente); dieta DD adicionada de 7.200ug
de B-caroteno sintético (grupo controle) ou dieta DD adicionada de 19,5g de p6 de folha de
mandioca/kg dieta (grupo mandioca). Ao final do tratamento, os ratos foram sacrificados para
a dosagem da vitamina A hepatica. A biodisponibilidade do [3-caroteno foi expressa pelo
Fator de Aciimulo de Retinol (RAF), razdo entre o total de [3-caroteno ingerido e o contetido
de retinol hepatico. A quantidade média de (-caroteno no p6 da folha de mandioca foi de
37mg/kg. O ganho de peso dos ratos dos grupos controle € mandioca foi idéntico, revelando
que o B-caroteno do pd da folha de mandioca promoveu o crescimento dos ratos de maneira
similar ao B-caroteno sintético. O RAF do grupo mandioca (27,5) foi significativamente
maior do que o RAF do grupo controle (16,5), demonstrando que o [B-caroteno do p6 da folha
de mandioca possui 49,1% da biodisponibilidade do [-caroteno sintético. A menor
biodisponibilidade do B-caroteno da folha de mandioca pode ser atribuida a influéncia da
matriz da folha. Os resultados demonstram que o [3-caroteno do p6 da folha de mandioca ¢
biodisponivel e eficiente na recuperagdo do estado nutricional de vitamina A em ratos.
Estudos em humanos sdo necessarios para confirmar a eficiéncia da utilizagcdo do p6 da folha

de mandioca no combate a deficiéncia de vitamina A.

Palavras-chaves: biodisponibilidade. B-caroteno. folha de mandioca. vitamina A. ratos.



Abstract

Incentive to consumption of provitamin A carotenoid rich foods is an important strategy to
reduce vitamin A deficiency. Cassava leaves (Manihot esculenta Crantz), a rich source of 3-
carotene, are part of traditional culinary in the North region of Brazil and have been used as
an ingredient of multimistura, a brazilian alternative dietary supplement utilized in the
treatment of undernutrition children. However, there are some questions about the vitamin A
potential of cassava leaves, mainly because of the low bioavailability of carotenoids in leafy
vegetables. This study aimed to assay the [-carotene bioavailability of cassava leaves powder
in rats. Fifteen rats that had their liver vitamin A reserves depleted through the consumption
of AIN-93G diet without vitamin A (DD diet) were separated into three groups and treated for
30 days with one of the following diets: DD diet (deficient group), DD diet with of 7,200 pg
of synthetic [3-carotene (control group), or DD diet with 19.5 g of cassava leaves powder per
kg of diet (cassava group). After treatment, the rats were killed to analyze of liver vitamin A
content. The [3-carotene bioavailability was estimated as Retinol Accumulation Factor (RAF),
division of total B-carotene ingested by the retinol hepatic content. The avarege content of [3-
carotene in cassava leaves powder was 37mg/kg. The weight gain of rats from control and
cassava groups was identical, showing that the [3-carotene from cassava leaves powder
promoted growth similarly to the synthetic 3-carotene. The RAF of cassava group (27.5) was
significantly high than the RAF of control group (16.5), revealing that bioavailability of -
carotene from cassava leaves powder is 49.1% of synthetic -carotene bioavailability. The
lower bioavailability from leaves is probably due to the effect of food matrix. Our findings
showed that the [3-carotene from cassava leaves powder is bioavailable and capable to repair
the vitamin A status of rats. Human interventions are necessary to confirm the efficiency of

cassava leaves powder in the reduction of vitamin A deficiency.

Keywords: bioavailability. 3-carotene. cassava leaves powder. vitamin A. rats.



Apresentacio da Estrutura do Trabalho

A tese foi subdividida em trés partes e estruturada da seguinte forma:

Parte I
Introducao
Revisdo Bibliografica
Objetivos
Material e Métodos
Referéncias Bibliograficas
Parte 11

Artigo: B-caroteno da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz) melhora o estado

nutricional de vitamina A em ratos.

B-Carotene from cassava (Manihot esculenta Crantz) leaves improves vitamin A status

in rats

Situacdo: Publicado no Comparative Biochemistry and Physiology, Volume 146C, Numbers
1-2 July/August 2007, 235-240.

Parte 111

Conclusoes
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Introducio

A deficiéncia de vitamina A ¢ um dos principais problemas de satide publica no mundo.
Estima-se que mais de 250 milhdes de criangas apresentam deficiéncia sub-clinica de
vitamina A e que entre 250 e 500 mil criancas fiquem cegas todos os anos, sendo que metade
delas morre até 12 meses ap6s a perda da visdo (Sommer e West, 1996; WHO, 1995).

Uma adequagdo na ingestdo de Vitamina A poderia prevenir aproximadamente 2,5
milhdes das quase oito milhdes de mortes de criangas em idade pré-escolar e na ultima
metade da infincia que ocorrem todos os anos nos paises de alto risco (Humphrey et al.,
1992). Uma das estratégias no combate a hipovitaminose A € o incentivo a diversificagdo da
dieta que envolve uma série de intervengdes de longo prazo destinadas a aumentar a
identificacdo, producdo, disponibilidade, acesso, consumo e biodisponibilidade de alimentos
ricos em vitamina A pré-formada e carotendides pro-vitaminicos A (WHO, 1996; Ruel,
2001).

O consumo de vegetais ricos em carotendides pro-vitaminicos A ¢ uma importante fonte
de vitamina A nos paises em desenvolvimento. Estimativas apontam que na Africa e na Asia
mais de 80% da vitamina A da dieta ¢ proveniente dos carotendides pro-vitaminicos A de
frutas e hortalicas, enquanto na América do Sul esse valor seria de 60% (ACC/SCN, 1993).

A mandioca ¢ uma cultura extraordinariamente adaptavel e vigorosa, sendo a principal
fonte de energia para mais de meio bilhdo de pessoas em todo mundo, principalmente em
paises tropicais (FAO, 2000; Chavez et al., 2000). Além da importancia energética de sua
raiz, a folha da mandioca ¢ utilizada na culinaria tipica da regido Norte e como um
suplemento alimentar para criancas desnutridas, desde 1980, devido a sua elevada
concentragdo de micronutrientes, especialmente o [-caroteno e baixo custo (Madruga e
Camara, 2000).

No entanto, sdo raros os estudos que avaliam o potencial nutritivo das folhas de
mandioca e hd muitos questionamentos sobre sua efetividade no combate a caréncia de
vitamina A, uma vez que evidéncias cientificas apontam uma baixa biodisponibilidade dos
carotenoides de hortalicas (Castenmiller ¢ West, 1998).

Assim, o presente estudo investigou a efetividade do p6 da folha de mandioca na
recuperagdo do estado nutricional de ratos que tiveram suas reservas hepaticas de vitamina A

depletadas.
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Revisdo Bibliografica

Historico

A vitamina A ¢ considerada uma vitamina lipossoluvel essencial aos seres humanos,
sendo indispensdvel & visdo, ao crescimento, a reproducdo, a prolifera¢do, a diferenciagdo
celular e a integridade do sistema imune (FAO/WHO, 2004).

A historia dessa vitamina estd relacionada a sua importancia para o organismo humano
e suas aplicacdes clinicas. A vitamina A ¢ conhecida provavelmente a mais de 3.500 anos
como um fator capaz de curar doengas causadas por deficiéncia. Alguns papiros dos antigos
egipcios (1.825-1.500 A.C.) sugerem que o figado de animais era utilizado no tratamento de
alguns tipos de cegueira (Wolf, 1996).

Hipdcrates (460-327 A.C.), na antiga Grécia, descreveu a cegueira noturna — nyktalopia
— como uma condicdo que se manifestava principalmente em criancas com doengas
infecciosas. Para seu tratamento era recomendada a ingestdo de carne de figado crua (Wolf,
1996). Atualmente, a cegueira noturna ¢ reconhecida como uma manifestacdo ocular
indicativa de deficiéncia de vitamina A e o figado, uma das fontes mais importante dessa
vitamina.

Os primeiros estudos cientificos a respeito de um componente alimentar essencial com
atividade de vitamina A foram publicados em 1913. McCollum e Davis demonstraram que
certas substancias extraidas da manteiga ou de ovos eram essenciais ao crescimento de ratos
jovens alimentados com ra¢des contendo banha de porco ou 6leo de oliva como tnicas fontes
de gordura. Posteriormente, foi identificado que o 6leo de figado de bacalhau poderia
substituir a manteiga. McCollum e Davis chamaram esse fator de crescimento de “fator A
lipossoluvel” (Ross, 1999).

Na mesma época outros dois pesquisadores, Osborne e Mendel, utilizando experimentos
similares, observaram que a adicdo de leite em po6 integral a dieta de ratos jovens alimentados
com ragdes contendo banha de porco como unica fonte de gordura era fundamental para seu
crescimento (Wolf, 1996). Steenbock reconheceu que um fator presente em vegetais amarelos
estava associado ao fator lipossoluvel A. No entanto, foi Moore, dez anos mais tarde, quem
comprovou que o pigmento amarelo, atualmente conhecido como [-caroteno, era um
precursor da quase incolor vitamina A (Wolf, 1996; Blomhoft e Blomhoff, 2006).

Na década de 1920, foram realizadas diversas descobertas a respeito da importancia da

vitamina A no crescimento, na diferenciagao celular ¢ na resisténcia a infeccoes (Ross, 1999).
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Karrer e seus colegas isolaram e elucidaram a estrutura quimica do [-caroteno e do retinol
(Wolf, 1996) e, no final de 1940, Arens e van Dorp descreveram a sintese do acido retindico
(Ross, 1999).

Outras descobertas importantes na pesquisa da vitamina A incluiram a elucidacdo do
papel da vitamina A no mecanismo da visdo por Wald, em 1968, e a descoberta de receptores
nucleares especificos para o todo-trams-acido retindico, em 1987, por dois grupos de

pesquisadores independentes (Blomhoff e Blomhoft, 2006).

Classificacio e propriedades

Atualmente, o termo vitamina A descreve uma familia de compostos lipossolaveis,
relacionados estruturalmente ao retinol e que compartilham suas atividades biologicas. Essas
moléculas contém uma estrutura de 20 carbonos com um anel cicloexenil substituido ([3-
ionona) e uma cadeia lateral tetraénica com um grupo hidroxila (retinol), aldeido (retinal),
acido carboxilico (acido retindico) ou éster (éster de retinila) no carbono 15 (Ross, 1999;

IOM, 2001). A figura 1 mostra a estrutura quimica dos principais metabdlitos da vitamina A.

0]
A, s AA A
palmitado de retinil todo-trans-retinol

CHOQ

todeo-trans-retinal 11.cis-retinal

COOH M
todo trans-acido retindico COOH

13-cis-acido retindico

Figura 1: Estrutura quimica dos principais metabdlitos da vitamina A. Fonte: Ross, 1999.

O termo retindides se refere tanto ao retinol e seus metabodlitos naturais quanto a um
grande nimero de andlogos sintéticos que apresentam semelhangas estruturais com o retinol,

mas que podem desempenhar somente algumas ou nenhuma das fungdes naturais da vitamina
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A (Ross, 1999; IOM, 2001; Blomhoff e Blomhoff, 2006). A figura 2 mostra a estrutura de

alguns retindides biologicos e sintéticos.

N~ CO0H G=NHCH,CH,S0;

o}

tode-trans-5 8-epoxi-acido retindico O

OH

9 H 0

[w] OH

b H S N N S NN

HOOC H
todo-trans-retinoil- p -glicuronideo 4.-HFR

0

[}
W{' - OCH-CH.
{J: C: etretinato

Figura 2: Estruturas de alguns retinoides bioldgicos e sintéticos. Fonte: Ross, 1999.

O retinol ¢ um 4lcool primdrio, polietilénico e lipossoluvel, de massa molecular
equivalente a 286,46. Como os outros retinoides, ¢ extremamente instavel na presenga de
agentes oxidantes e fotons, sofrendo degradagdo oxidativa e isomera¢do. Seu sistema de cinco
duplas ligacdes conjugadas confere propriedades espectrais caracteristicas que sdo utilizadas
na deteccdo, identificacdo e quantificagcdo dos retindides (Ross, 1999).

O grupamento hidroxila do retinol pode ser esterificado com acidos graxos, formando
¢ésteres de retinila. Na natureza, o retinol € esterificado com 4acidos graxos de cadeia longa,
enquanto as preparagdes farmacéuticas podem incluir ésteres de cadeia curta. A esterificacdo
confere maior estabilidade ao retinol. O retinol pode, ainda, sofrer sucessivas oxidagdes,
produzindo, inicialmente, um aldeido (retinal) que pode ser, posteriormente, oxidado a um
acido carboxilico, o acido retindico (Ross, 1999).

A maioria dos retindides naturais ¢ soluvel na gordura corporal, em O6leos e em
solventes orgénicos, exceto agua (Ross, 1999). No entanto, algumas moléculas apresentam
maior grau de solubilidade em 4gua, tais como os conjugados glicuronideos de retinol e o
acido retindico. A solubilidade em &gua, a temperatura ambiente e pH 7,3, do retinol, do
retinal e do 4cido retindico ¢ de 60, 110 e 210 nmol/L, respectivamente. Essa propriedade faz
do acido retindico uma molécula com capacidade de difundir-se, eficientemente, em meio

aquoso e em membranas hidrofobicas (Blomhoff e Blomhoff, 2006).
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Enquanto alguns autores incluem os carotendides com atividade pré-vitaminica A
(carotendides que atuam como precursores alimentares do retinol) na definicdo do termo
vitamina A (Ross, 2001; IOM, 2001), outros fazem questdo de exclui-los (Yuyama et al.,
2005; Beitune et al., 2003).

A inclusdo dos carotendides pro-vitaminicos A nesta defini¢do justifica-se pela
semelhanca quimica. A vitamina A ¢ essencialmente metade de uma molécula de 3-caroteno
com a adi¢do de uma molécula de dgua no final da cadeia lateral. Assim, o requerimento
minimo para que um carotendide seja considerado pro-vitaminico A ¢ a presenca de um anel
[3-ionona com uma cadeia poli€nica de 11 carbonos (Rodriguez-Amaya, 1996; Handelman,
2001).

No entanto, a exclusdo dos carotenodides da defini¢do de vitamina A pode ser explicada
pela grande variedade desses compostos (mais de 600, excluindo-se os isdmeros) e pelo fato
de menos de 10% dos carotenoides existentes apresentarem atividade pro-vitaminica A, sendo
que nos seres humanos apenas trés tem uma importancia relevante: o [-caroteno, o O-
caroteno ¢ a B-criptoxantina (IVACG, 1999). Além disso, outras fung¢des tém sido atribuidas
aos carotendides que sdo independentes de seu potencial pro-vitaminico A como, por
exemplo, sua acdo antioxidante no organismo.

O termo ingestdo de vitamina A ¢ utilizado para designar todos os compostos com
atividade de vitamina A presentes na dieta (Yuyama et al., 2005). Ja o termo carotenoides foi
inicialmente cunhado por Tsweet, em 1911, durante seus estudos sobre a separagdo
cromatografica desses compostos. Inicialmente, as pesquisas estabeleceram a importancia dos
carotendides para o 6timo funcionamento da via fotossintética. No entanto, aos poucos, esses
pigmentos foram sendo encontrados em tecidos humanos, em animais e em microorganismos
e novas funcdes foram atribuidas a esses compostos (Olson, 1999a).

Os carotendides encontrados em alimentos sdo geralmente tetraterpendides com 40
atomos de carbono construidos a partir de oito unidades isoprendides com cinco atomos de
carbonos, unidas de forma que a seqiiéncia ¢ invertida no centro. A cadeia linear basica pode
conter uma ou duas estruturas ciclicas nas extremidades de suas cadeias conjugadas
(Rodriguez-Amaya, 1999a). Os carotendides que possuem somente atomos de carbono e
hidrogénio em sua composi¢ao recebem o nome de carotenos. Aqueles que contém oxigénio
sdo chamados de xantofilas (Rodriguez-Amaya, 1999a).

Com poucas excecdes, os carotendides sdo moléculas hidrofobicas pouco soliiveis em

agua e soluveis em solventes organicos como, por exemplo, a acetona, o éter etilico e o
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cloroférmio. Ja as xantofilas se dissolvem melhor em metanol e etanol (Rodriguez-Amaya,
1999a).

O longo sistema de duplas ligagdes conjugadas presentes nos carotendides € responsavel
por suas caracteristicas espectrais que sdo utilizadas para sua identificagdo e quantificagdo.
Esses pigmentos, na sua maioria, absorvem maximamente em trés comprimentos de onda,
resultando num espectro com trés picos. Quanto maior o numero de duplas liga¢des, maior €
o comprimento de onda absorvido (Amax) e mais intensa é a cor do carotenoide. O licopeno,
por exemplo, com 11 duplas ligagdes possui uma cor vermelha. Um minimo de sete duplas
ligagdes ¢ necessario para que o carotendide tenha uma cor perceptivel. A presenca de
estruturas ciclicas altera o espectro de absor¢ao dessas moléculas resultando na redugdo dos
Amax, com picos menos definidos de menor intensidade. O [3-caroteno, por exemplo, com
duas estruturas ciclicas, embora apresente o mesmo numero de duplas ligagdes que o
licopeno, tem uma cor alaranjada (Rodriguez-Amaya, 1999a).

A andlise dos carotendides ¢ extremamente dificil devido ao grande numero de
carotendides naturalmente existentes, a grande variacdo quantitativa e qualitativa dos
carotendides nos alimentos, a pouca quantidade de carotendides prd-vitaminicos A, a sua
variada biopoténcia e ao fato de os carotendides serem moléculas extremamente insaturadas,
0 que os tornam propicios a sofrerem isomeragdo, oxidacdo e degradacdo durante sua analise
(Rodriguez-Amaya, 1989; Rodriguez-Amaya, 1996).

Os carotendides estdo presentes na natureza, principalmente na forma frans, e a
presenca de certos fatores como temperaturas elevadas, luz e 4cidos pode provocar a
isomera¢do da dupla ligacdo da forma trans para a forma cis. Essa isomeragdo causa uma
perda de cor, diminuigdo do Amax e aparecimento de um pico cis no espectro, 0 que permite
sua identificacdo (Rodriguez-Amaya, 1999a).

J& a oxidagdo depende diretamente da disponibilidade de oxigénio e ¢ estimulada pela
presenca de luz, enzimas e metais. O primeiro passo na degradacdo dos carotenodides parece
ser a formacdo de apocarotendides, ou seja, carotendides com a cadeia carbonica reduzida
através da oxidagdo. A fragmentag¢do dos apocarotendides resulta na formagdo de compostos
com baixo peso molecular, similar aos encontrados na oxidacdo dos &cidos graxos
(Rodriguez-Amaya, 1999a). A figura 3 apresenta a estrutura quimica de alguns carotendides

encontrados na natureza.
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Figura 3: Estruturas de alguns carotenodides encontrados na natureza. Fonte: Rodriguez-
Amaya, 1997.

Vitamina A e carotenoides nos alimentos

Os seres humanos e outros animais ndo sdo capazes de sintetizar a vitamina A pré-
formada ou qualquer carotendide (Ross, 1999). Assim, as necessidades diarias de vitamina A
devem ser atendidas por meio da ingestdo de alimentos que contenham esses nutrientes.
Teoricamente, ¢ possivel que os seres humanos alcancem uma ingestdo adequada dessa
vitamina a partir de diversos tipos de dietas, variando de uma exclusivamente vegetariana a
uma estritamente carnivora.

A vitamina A pré-formada ¢ encontrada exclusivamente nos alimentos de origem
animal, principalmente na forma de ésteres de retinila, ou seja, o retinol esté4 esterificado com
acidos graxos de cadeia longa, principalmente o palmitato e o estereato. Os tecidos animais
contém muito pouco retinal e 4cido retindico e, conseqilientemente, esses compostos

contribuem muito pouco para a ingestdo de vitamina A pré-formada (Ross, 1999).
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O figado de animais e o 6leo de figado de peixes sdo as fontes mais concentradas de
vitamina A pré-formada, encontradas na natureza. O leite integral e seus derivados e os ovos
também sdo boas fontes dessa vitamina. No entanto, os demais tipos de carnes, geralmente,
contém quantidades insignificantes de vitamina A (NEPA, 2006). Os peixes de dgua doce
contém outra forma de vitamina A, o 3-deidroretinol, também chamada de vitamina A,. Esta
pode ser reduzida a retinol in vivo e proporciona cerca de 40% da atividade biolégica da
vitamina A (Yuyama et al., 2005; Ross, 1999).

Os carotendides sdo encontrados em varios organismos vivos, incluindo animais,
plantas e microorganismos. Os carotenodides encontrados em tecidos animais sdo derivados da
dieta e armazenados intactos ou modificados (Ross, 1999). As plantas sdo capazes de
sintetizar carotendides que estdo envolvidos na manutengdo da fotossintese (Niyogi, 2000) ou
na atragdo de insetos que aumentam a polinizag¢do (Olson, 1999b).

Apesar do grande niimero de estudos existentes que avaliaram a composicdo de
carotendides nos alimentos, ndo existe uma tabela de composicdo de carotendides em
alimentos adequadamente validada. Rodriguez-Amaya (1997) chama a atengdo para o fato de
que os dados sobre o teor de carotendides pro-vitaminicos A em alimentos ainda estarem
longe de serem considerados adequados.

Isto pode ser explicado pela dificuldade de se analisar os carotendides e pelo grande
numero de fatores que interferem na composi¢do dos carotendides nos alimentos, tais como:
cultivar, variedade da planta, estagio de maturagdo, uso de agrotodxicos, clima, localizagdo
geografica, condicdes de plantio, colheita e pods-colheita, parte da planta consumida,
processamento e armazenamento (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1991; Rodriguez- Amaya,
1997; Rodriguez-Amaya, 1999; Agostini-Costa et al., 2003; Scott e Eldridge, 2005;
Bernhardt e Schlich, 2006).

De acordo com Rodriguez-Amaya (1997), pesquisas realizadas em diferentes paises
demonstraram que, em termos de contetido pro-vitaminico A, as fontes mais importantes de
carotendides sdo as hortalicas verde-escuras, as frutas tropicais amarelo-alaranjadas, os 6leos
de palmeiras e algumas raizes. Os carotendides nos 6leos estdo presentes na forma de
solucdes, enquanto que nas frutas e nas hortalicas estdo localizados no interior das matrizes
(Olson, 1999D).

Nas hortaligas verde-escuras, a cor caracteristica dos carotenoides estd mascarada pela
presenca da clorofila (IVACG, 1999). As hortalicas tém uma composicdo de carotendides

qualitativamente mais constante do que as frutas. A luteina, que ndo possui atividade pro-
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vitaminica A, é o carotendide mais abundante, seguida pelo B-caroteno (Rodriguez-Amaya,
1999; Mercadante e Rodriguez-Amaya, 2001).

As frutas, geralmente, possuem niveis menores de carotendides prd-vitaminicos A e
uma composicdo mais complexa. As frutas de clima tropical, normalmente, s3o mais ricas em
carotendides do que aquelas de clima temperado (Rodriguez-Amaya, 1997).

As frutas podem ser divididas em dois grandes grupos em relacdo a sua composicao de
carotendides: aquelas em que o B-caroteno ¢é o principal carotendide como, por exemplo, o
damasco, a acerola, a manga, o buriti ¢ a néspera; e aquelas em que a [-criptoxantina é o
principal carotendide, tais como: o caja, a pitanga, o péssego e o caqui (Khachik et al., 1989;
Rodriguez-Amaya, 1996; Godoy e Rodriguez-Amaya, 1995a; Godoy e Rodriguez-Amaya,
1995b; Mercadante et al., 1998b; Cavalcante e Rodriguez-Amaya, 1992).

Os 6leos da palmeira Elaeis guineensis, conhecido no Brasil como 6leo de dendé, ¢
considerada a fonte mais rica de carotenodides pro-vitaminicos A. Embora os carotendides nao
estejam amplamente distribuidos nas raizes, a cenoura, com elevado teor de [3-caroteno e a-
caroteno, ¢ a batata-doce amarela, rica em [3-caroteno, sdo consideradas importantes fontes de
carotenoides pro-vitaminicos A em alguns paises (Rodriguez-Amaya, 1999b).

O licopeno e o (-caroteno sdo carotenoides aciclicos, portanto, ndo possuem atividade
pro-vitaminica A. O licopeno ¢ o principal pigmento de muitas frutas e vegetais vermelhos,
tais como: tomate, melancia, mamao e goiaba (Rodriguez-Amaya, 1999a). Ja o (-caroteno,
apesar de geralmente estar presente em pequenas quantidades, ¢ o principal pigmento do
maracuja (Mercadante et al., 1998a) e da carambola (Gross et al., 1983).

O a-caroteno e o Yy-caroteno geralmente estdo presentes em pequenas quantidades. O a-
caroteno pode ser encontrado em cenoura e em algumas variedades de abobrinhas e aboboras
(Arima e Rodriguez-Amaya, 1990). J4 o y-caroteno ¢ o principal carotendide da pitanga
(Cavalcante e Rodriguez-Amaya, 1992). A zeaxantina, sem atividade pro-vitaminica A, ¢ um
carotendide presente em pequenos niveis nos alimentos, com excecdo do milho e do piqui

(Rodriguez-Amaya, 1999a).

Metabolismo

O metabolismo da vitamina A envolve, inicialmente, o processamento dos ésteres de

retinila ou dos carotendides alimentares, seguido pela captacdo dessas moléculas e seus

produtos, pelos enterdcitos. A vitamina A absorvida € transportada pelo organismo até o
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figado, principal 6rgdo no seu metabolismo, onde pode ser armazenada, oxidada ou
transportada para outras células e 6rgdos do corpo. O metabolismo da vitamina A envolve
numerosos ciclos de hidrélise e reesterificagdo no intestino, figado e outros tecidos. As
proteinas ligadoras de retindides tém um papel muito importante na absorcao, transporte e

utilizagdo da vitamina A pelo organismo.

Digestiao e Absorcao

Apbs a ingestdo de alimentos contendo vitamina A pré-formada, o processo digestivo
libera os ésteres de retinila das matrizes alimentares permitindo sua emulsificacdo, com sais
biliares e lipidios, e sua hidrdlise, por hidrolases de ésteres de retinila (REH), mais
especificamente pela enzima lipase pancredtica e pela enzima intestinal da membrana de
borda em escova, fosfolipase B (IOM, 2001; Harrison, 2005).

O retinol livre (ROL), obtido pela agdo hidrolitica dessas enzimas, ¢ absorvido pelos
enterocitos. A eficiéncia de absor¢do da vitamina A pré-formada ¢ elevada, em torno de 70 a
90% e, mesmo com o aumento da quantidade ingerida, a absor¢do ainda se mantém elevada
(Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999; Yuyama et al, 2005). Acredita-se que, em
concentragdes fisioldgicas, a absor¢do de retinol ¢ saturdavel e mediada por carregador,
enquanto que, em concentragdes farmacologicas, a absor¢do do retinol ¢ ndo-saturdvel e
dependente de processo por difusdo (Harrison e Hussen, 2001), o que pode ajudar a explicar a
toxicidade da vitamina A pré-formada em altas doses (Ross, 1999). Segundo Harrison e
Hussen (2001), apesar de existirem evidéncias sobre a existéncia de transportador protéico de
retinol, até hoje, nenhuma proteina foi identificada ou caracterizada como responsavel por
€sse processo.

No caso da ingestdo de alimentos ricos em carotendides, os pigmentos necessitam ser
liberados dos alimentos, por meio dos processos digestivos, incorporados as micelas e
absorvidos pela mucosa duodenal. A absor¢do dos carotendides se inicia com a quebra
mecanica e enzimatica da matriz alimentar e posterior liberacdo dos carotendides no limen
intestinal (Parker, 1996; Olson, 1999b; Yonekura e Nagao, 2007).

Os carotendides liberados sdo, entdo, incorporados na fase lipidica, que ¢ emulsificada
em pequenas goticulas lipidicas, no estomago. Posteriormente, os carotendides sao
transferidos para as micelas produzidas pela acdo dos sais biliares, lipideos dietéticos e seus

produtos. As micelas possuem uma estrutura na forma de disco com um didmetro aproximado
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de 4 a 60 nm, consistindo de lipideos hidrofobicos cercados por uma camada externa de sais
biliares (Parker, 1996; Olson, 1999b; Yonekura e Nagao, 2007).

Os processos envolvidos na transferéncia dos carotendides das micelas para os
enterocitos ndo sdo totalmente compreendidos. Acredita-se que a absor¢do dos carotenoides
ocorra por um processo de difusdo passiva similar ao que ocorre com o colesterol e outros
produtos da lipolise de triacilglicerdis. Apos as micelas migrarem para a camada de dgua da
membrana em borda de escova, os carotendides deixam a estrutura micelar e se difundem
através da membrana para dentro do citoplasma (Parker, 1996; Olson, 1999b; Yonekura e
Nagao, 2007).

Yonekura e Nagao (2007), em sua revisdo sobre a absorcao intestinal dos carotenoides,
apontam para o fato de alguns estudos cientificos relatarem um possivel transporte mediado
por receptor para o [3-caroteno e para a luteina na membrana apical dos enterdcitos. O
transportador envolvido seria o SR-BI. No entanto, outros estudos sdo necessarios a fim de
confirmar estd hipdtese ou mesmo o envolvimento de outras proteinas transportadoras. A

figura 4 apresenta o esquema de absor¢ao dos carotenoides, proposto pelos autores.
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Figura 4: Esquema de absorc¢ao dos carotenoides, proposto por Yonekura e Nagao (2007).
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Dentro dos enterdcitos, o [-caroteno pode ser clivado centralmente pela enzima [3-
caroteno-15,15’-dioxigenase, formando duas moléculas de retinal (Parker, 1996; Olson,
1999a; Blomhoff e Blomhoff, 2006). Em 2000, von Lintig e Vogt conseguiram clonar essa
enzima em drosofilas.

Os carotenoides podem também sofrer uma clivagem excéntrica, levando a formacao de
duas moléculas de apocarotendides com diferentes comprimentos de cadeia, que podem
subseqlientemente formar retinal ou acido retindico (Parker, 1996; Olson, 1999b; Blomhoft e
Blomhoff, 2006). Kiefer ef al. (2001) clonaram a enzima responsavel por essa reacdo, a [3-3-
caroteno 9°,10’-dioxigenase que ¢ capaz de clivar o 3-caroteno, e outros carotendides como a
luteina.

O retinol ou o retinal presentes nos enterdcitos se ligam rapidamente a proteina celular
ligadora de retinol II (CRBP-II). Essa proteina, que também ¢ capaz de se ligar ao 13-cis
retinol e ao 3-deidroretinol, ¢ expressa principalmente no citoplasma das células intestinais. A
CRBP-II tem a func¢do de regular a concentragdo livre de retindides na célula e direciona-los a
enzimas especificas envolvidas na sua absor¢do (Silveira ¢ Moreno, 1998; Ross, 1999).
Xueping et al. (2002) demonstraram que camundongos, que tiveram o gene da CRBP-II
inativado e foram mantidos em dietas ricas em vitamina A, apresentaram uma redugdo de
40% nas reservas hepdticas de vitamina A quando comparados ao grupo controle,
confirmando a importancia dessa proteina na absor¢ao intestinal de vitamina A.

O retinol nos enterdcitos pode ser convertido a retinal pela acdo da enzima retinol
desidrogenase (RODH). A reacdo contréria ¢ catalisada pela enzima retinal redutase (RED).
O retinal pode, ainda, ser transformado em 4acido retindico pela acdo da retinal desidrogenase
(RALDH), que reconhece o retinal ligado a CRBP-II. Os apocarotendides podem formar
tanto o retinal como o 4cido retindico (Silveira e Moreno, 1998; Harrison ¢ Hussen, 2001).

O retinol ligado a CRBP-II sofre esterificacdo com dacidos graxos de cadeia longa,
principalmente o 4cido palmitico e o estearico, no reticulo endoplasmatico. Uma das enzimas
envolvidas nesse processo ¢ a lecitina:retinol aciltransferase (LRAT) que utiliza como
substratos o retinol ligado a CRBP-II e os acidos graxos sn-1 da fosfatidilcolina, presentes nas
membranas. Na presenga de concentragdes intracelulares elevadas de retinol, a enzima
acil:CoA retinol aciltransferase (ARAT), que reconhece apenas o retinol “livre”, ird
esterificar o retinol. A ARAT deriva seu acido graxo da acil-CoA (Silveira e Moreno, 1998;

Harrison e Hussen, 2001).
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Os ésteres de retinila formados e os carotendides intactos remanescentes sao
incorporados aos quilomicrons. Os quilomicrons sdo lipoproteinas de baixa densidade
compostas por moléculas de triacilglicerol, fosfolipideos, carotendides, ésteres de retinila e
¢ésteres de colesterol. Os quilomicrons sdo, entdo, liberados pelos enterdcitos no sistema
linfatico (Silveira e Moreno, 1998; Parker, 1996; Ross, 1999; Olson, 1999b). A figura 5
mostra o esquema de absorg¢do dos ésteres de retinila e do [-caroteno pelo enterdcito,
conforme proposto por Silveira e Moreno (1998).

Embora a maior parte da vitamina A absorvida seja secretada no sistema linfatico como
¢ésteres de retinila, uma quantidade significativa de retinol €, também, liberada na circulagdo
portal como retinol ndo-esterificado. A absorcdo portal ¢ provavelmente muito importante em
determinadas patologias que afetam a secre¢do de quilomicrons como, por exemplo, as

abetalipoproteinemias (Harrison, 2005).
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Figura 5: Esquema da absor¢do dos ésteres de retinila ¢ do [B-caroteno. B-caroteno (C);
retinal (RAL); é4cido retindico (RA); retinol (ROL); ésteres de retinila (RE); quilomicrons
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proteina celular ligadora de retinol I (CRBP-II). Fonte: Silveira e Moreno, 1998.
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Biodisponibilidade dos carotendides

A biodisponibilidade dos carotendides pro-vitaminicos A ¢ muito inferior aquela da
vitamina A pré-formada (Parker, 1996; van het Hof et al., 2000; Mourdo et al., 2005;
Yonekura e Nagao, 2007). Segundo Castenmiller ¢ West (1998), a biodisponibilidade dos
carotendides ¢ influenciada por diversos fatores, tais como: espécies dos carotendides, ligagdo
molecular, quantidade de carotendides consumida, tipos de matrizes alimentares nas quais os
carotendides estdo incorporados, estado nutricional do individuo, fatores genéticos, fatores
relacionados aos individuos e interagdes nutricionais.

Alguns estudos revelaram que a espécie do carotendide pode influenciar sua
biodisponibilidade, devido as suas caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas.
Por exemplo, a transferéncia de carotenodides de goticulas de emulsificagdo lipidicas para as
micelas in vitro estd inversamente correlacionada com o seu grau de hidrofobicidade
(Tyssandier et al., 2001). Kosnic et al. (1995) verificaram que individuos, recebendo doses
iguais de luteina ou de [3-caroteno, apresentaram resposta sérica significativamente maior para
a luteina. Outros estudos em humanos demonstraram que a luteina de hortalicas ¢
significativamente mais biodisponivel do que o [-caroteno (van het Hof et al., 1999;
Castenmiller et al., 1999). Granado et al. (2006) observaram que individuos suplementados
com 200 gramas/dia de brocolis, durante uma semana, apresentaram aumento significativo
nos niveis séricos de luteina e nenhuma alteragdo nos niveis de [3-caroteno.

Acredita-se, portanto, que as xantofilas, por serem mais hidrofilicas, estariam situadas
na superficie das goticulas de emulsificacdo lipidica, enquanto os carotenos, com maior
hidrofobicidade, estariam localizados mais internamente. Essa localizagdo diferencial
facilitaria a transferéncia das xantofilas das goticulas de emulsificagdo lipidicas para as
micelas (van het Hof et al., 2000; Chang et al., 2004; Yonekura e Nagao, 2007).

O todo-trans-f3-caroteno parece ser mais absorvido do que os isdmeros cis. Stahl et al.
(1995) observaram que apos dose tnica de uma mistura de todo-trans e 9-cis-f3-caroteno, a
forma trans foi encontrada em maiores quantidades na fragdo dos quilomicrons do que o
isdmero cis. A biodisponibilidade do todo-trans-[-caroteno também foi superior a dos
isdmeros 9-cis e 13-cis-[-caroteno em gerbils apds dose tnica de cada isdmero dissolvido em
6leo de algodao (Deming et al., 2002).

Diferente dos isomeros de [3-caroteno, os isdmeros cis-licopeno sdo absorvidos em seres

humanos mais eficientemente do que o isdmero todo-trans (Moritz € Tramonte, 2006). Unlu
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et al. (2007) demonstraram em humanos que a biodisponibilidade do licopeno, apds o
consumo molho de tomate, com elevada quantidade de isOmeros cis-licopeno, ¢
significativamente maior do que, apds a ingestdo de molho de tomate, com alto teor do
isdmero todo-trans-licopeno.

A influéncia da esterificagdo dos carotendides sobre sua biodisponibilidade ainda
precisa ser mais investigada. Bowel et al. (2002) verificaram que a biodisponibilidade dos
ésteres de luteina em humanos foi cerca de 60% superior aquela da luteina nio-esterificada.
Os autores esperavam que os ésteres de luteina apresentassem uma menor biodisponibilidade
devido a necessidade de hidrolise antes de sua absor¢do. J& Chung et al. (2004) ndo
identificaram diferencgas significativas entre a biodisponibilidade de suplementos contendo
¢ésteres de luteina e de luteina ndo-esterificada em humanos. No entanto, os autores sugerem
que os resultados encontrados suportam as especulagdes existentes de que o sistema de
hidrélise dos ésteres de xantofila ¢ muito eficiente e ndo pode ser considerado um processo
limitante na absor¢ao da luteina.

A matriz alimentar ¢, sem divida, um dos principais fatores interferindo com a
biodisponibilidade dos carotenodides (Castenmiller e West, 1998; van het Hof et al., 2000;
Yonekura e Nagao, 2007). Mulheres que consumiram 9,3 mg de [3-caroteno, diariamente, por
quatro semanas, a partir de cenouras e espinafres cozidos, apresentaram concentracao
plasmatica de [-caroteno trés vezes maiores do que aquelas que consumiram a mesma
quantidade de [-caroteno, a partir de cenouras e espinafres crus (Rock et al., 1998).

Castenmiller et al. (1999) avaliaram o efeito do processamento de espinafre nas
concentragdes séricas de carotendides em humanos. Os resultados demonstraram, no caso do
[B-caroteno, que o grupo que recebeu folhas de espinafre enzimaticamente tratadas apresentou
uma resposta sérica significativamente maior do que os grupos que receberam folhas intactas
ou cortadas.

A quantidade de [-caroteno absorvido por voluntarios ileostomizados, a partir de uma
refei¢do composta de puré de cenouras cozidas, foi significativamente maior do que apds uma
refei¢do composta de cenouras cortadas cruas (Livny et al., 2003).

Bohm e Bitsch (1999) avaliaram a biodisponibilidade do licopeno presente em
diferentes matrizes alimentares, em 22 mulheres nio-fumantes, separadas em trés grupos e
submetidas a ingestdo didria de 5 mg de licopeno, por seis semanas. Os grupos que receberam

licopeno oleaginoso, em capsulas e suco de tomate, apresentaram aumento significativo na
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concentragdo plasmatica de licopeno, enquanto que o grupo suplementado com tomates crus
ndo apresentou nenhuma diferenca em relacao ao grupo controle.

Esses dados demonstram que os processamentos dos alimentos, incluindo os
tratamentos térmicos, mecanicos € enzimdaticos, embora possam causar isomeracdo e
oxidacdo dos carotenodides (Rodriguez-Amaya, 1997), de maneira geral, promovem a ruptura
das estruturas celulares, permitindo uma maior liberagdo dos carotendides e,
consequentemente, um aumento da sua biodisponibilidade (Castenmiller ¢ West, 1998; van
het Hof et al., 2000; Yonekura e Nagao, 2007).

Um estudo, conduzido com escolares anémicos na Indonésia, mostrou que o aumento na
concentragdo sérica de [3-caroteno, em relagdo a quantidade de [3-caroteno ingerida, foi de
cinco a seis vezes superior no grupo que recebeu frutas do que no grupo que recebeu
hortalicas (de Pee et al., 1998).

Khan et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de frutas e hortaligas ricas em carotendides
proé-vitaminicos A na melhora do estado nutricional de vitamina A, em mulheres vietnamitas,
no periodo de lactagdo. Os resultados demonstraram que a atividade de vitamina A dos
carotenoides provenientes das frutas ¢ mais de duas vezes superior a das hortalicas.

Esses estudos sugerem que o [3-caroteno de frutas ¢ mais eficientemente absorvido do
que aquele de hortalicas, provavelmente, devido as diferengas nas matrizes alimentares. Nas
hortalicas, os carotendides estdo localizados nos cloroplastos, complexados a proteinas,
necessitando da quebra da estrutura celular para sua liberagdo. Nas frutas, os carotenodides
podem ser encontrados nos cromoplastos, que sdo mais facilmente degradados (van het Hof et
al., 2000; Nestel e Nalubola, 2003a; Yonekura e Nagao, 2007).

Muitos fatores dietéticos influenciam a biodisponibilidade de carotenodides. A ingestdo
de uma quantidade razoével de lipideos, na dieta, ¢ considerada fundamental para promover a
absorcdo eficiente dos carotenodides, uma vez que a gordura dietética ¢ essencial na formagao
das micelas (van het Hof et al., 2000).

Roodenburg et al. (2002) investigaram o efeito da ingestdo de diferentes quantidades de
gordura (3 e 36g) sobre os niveis plasmaticos de vitamina E, B-caroteno e luteina em
voluntarios que receberam suplementacdo dessas substancias, por 7 dias. A suplementagdo
com ésteres de luteina produziu uma resposta plasmatica significativamente superior quando
a ingestdo ocorreu com a refeicdo contendo niveis mais elevados de gordura. A variagdo na

quantidade de gordura ndo influenciou a resposta plasmatica apos as suplementagdes com
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vitamina E e [-caroteno. Os autores sugerem que uma pequena quantidade de gordura (3g)
seria suficiente para estimular a absor¢do desses compostos.

Brown et al. (2004) compararam a eficiéncia de absor¢do de carotendides apods a
ingestao de vegetais frescos com molhos para saladas contendo 0, 6 ou 28 gramas de dleo de
canola. Os autores observaram que a ingestao dos vegetais com os molhos contendo gordura
resultou em aumento significativo do [3-caroteno, a-caroteno e licopeno nos quilomicrons
quando comparados a ingestdo da salada com molho sem gordura. Os resultados encontrados
com o uso do molho com maior teor de gordura também foram significativamente superiores
aqueles obtidos com o molho com reduzido teor de gordura.

Unlu et al. (2005) avaliaram o efeito da adicdo de abacate ou 6leo de abacate sobre a
resposta plasmatica de carotenodides de individuos consumindo salsa ou salada. O grupo que
consumiu a salsa, adicionada com 150 gramas de abacate, apresentou concentragdes
plasmaticas significativamente superiores de luteina e [-caroteno quando comparado ao
grupo controle que recebeu somente a salsa. As concentragdes plasmaticas de luteina, O-
caroteno e 3-caroteno também foram significativamente superiores nos grupos que receberam
salada com 150 ou 75 gramas de abacate ou 24 gramas de oOleo de abacate, quando
comparados ao grupo controle, que recebeu somente salada. Os autores concluem que os
lipideos do abacate aumentam significativamente a absor¢do dos carotendides das saladas e
da salsa, e que a matriz da fruta ndo interferiu na biodisponibilidade.

Além da quantidade, o tipo de gordura parece exercer efeito sobre a biodisponibilidade
dos carotendides. A adigdo de [3-caroteno a uma refeicdo, contendo triacilglicerois de cadeia
média, resultou em menor incorporagdo do [3-caroteno aos quilomicrons quando comparada a
adicdo do [3-caroteno a uma refeigdo, contendo triacilglicer6is de cadeia longa (Borel et al.,
1998). Isto pode ser explicado pelo fato dos acidos graxos de cadeia média serem absorvidos
principalmente pela via portal, resultando em menor formagao de quilomicrons.

A absor¢ao de [-caroteno, em humanos, apés a ingestdo de [-caroteno com uma
refeicdo rica em 4cidos graxos poliinsaturados ¢ significativamente inferior quando
comparada a ingestdo de [3-caroteno com uma refei¢@o rica em acidos graxos saturados (Hu et
al., 2000). During et al. (1998) demonstraram que dietas ricas em gorduras monoinsaturadas
(15% o6leo de oliva) ou poliinsaturadas (15% o6leo de soja) sdo capazes de aumentar a
atividade especifica da enzima [-caroteno-15,15’-dioxigenase em ratos quando comparadas a

uma dieta controle (2,5% O6leo de soja). A ingestdo da dieta rica em gordura poliinsaturada
] g g p
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aumentou significativamente os niveis de CRBP-II. A ingestdo de uma dieta rica em gordura
saturada ndo teve efeitos significativos nos pardmetros avaliados.

Deming et al. (2000) avaliaram o efeito de quantidades variadas de gordura (10 ou 30%
do valor energético) sobre a biodisponibilidade de [3-caroteno em gerbils. O grupo que ingeriu
a dieta com elevado teor de gordura apresentou niveis significativamente maiores de vitamina
A e menores de 3-caroteno no figado do que o grupo com menor teor dietético de gordura,
sugerindo que o consumo de dietas ricas em gordura aumenta a conversao de [3-caroteno em
vitamina A.

As fibras alimentares sdo consideradas um fator que contribui para a baixa
biodisponibilidade dos carotendides de frutas e hortalicas. No entanto, as diferentes estruturas
de fibras existentes e a presenca de outros fitoquimicos nesses alimentos tém dificultado a
elucidacdo da real influéncia das fibras na absor¢cdo dos carotendides € o seu mecanismo
(Yonekura e Nagao, 2007).

Riedl et al. (1999) avaliaram o efeito da adicdo de diferentes tipos de fibras (pectina,
alginato, guar, celulose ou farelo de trigo) na biodisponibilidade de carotendides de uma
refei¢do padronizada, suplementada com uma mistura de antioxidantes contendo [3-caroteno,
licopeno, luteina, cantaxantina e d-tocoferol em mulheres jovens saudaveis. A adicdo de
fibras soluveis (pectina, alginato, guar) reduziu significativamente a resposta sérica ao [3-
caroteno, ao licopeno e a luteina quando comparada ao consumo da refei¢do sem fibras. Ja a
adicdo de fibras insoliveis (celulose ou farelo de trigo) causou uma redugdo significativa na
resposta sérica do licopeno e da luteina.

A ingestdo de pectina, guar ou de celulose, por mulheres suplementadas com uma
mistura de antioxidantes contendo [3-caroteno, licopeno, luteina, cantaxantina ¢ a-tocoferol,
reduziu a concentracdo de antioxidantes nas LDL e a resisténcia da LDL a oxida¢do em 38,
22 e 18%, respectivamente, quando comparada a ingestdo do suplemento sem fibras
(Hoffmann et al., 1999).

Deming et al. (2000) investigaram o efeito de diferentes tipos de fibra (silica, pectina
citrica ou fibra de aveia) sobre a biodisponibilidade de [B-caroteno em gerbils. O grupo que
consumiu pectina citrica apresentou menores concentracdes hepaticas de vitamina A e
maiores concentracdes de [3-caroteno quando comparados aos outros grupos, indicando uma
menor conversdo de [-caroteno em vitamina A. Ja o grupo que ingeriu a dieta com fibra de
aveia apresentou niveis hepaticos significativamente maiores de vitamina A e menores de [3-

caroteno quando comparado ao grupo que recebeu pectina.
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Os fitoesterois, presentes em muitos vegetais e atualmente utilizados como ingredientes
funcionais em alimentos devido a sua capacidade de reduzir a absor¢do e os niveis
plasmaticos de colesterol, podem reduzir significativamente a biodisponibilidade do [3-
caroteno como demonstrado por Richelle et al. (2004). O consumo de leite enriquecido com
2,2 gramas de fitoesterdis, livres ou esterificados, reduziu significativamente a
biodisponibilidade do -caroteno de uma dieta padronizada em 48 ¢ 57%, respectivamente.

Algumas evidéncias sugerem que outros constituintes de frutas e hortaligas, tais como
os flavondides, podem interferir na absor¢do de carotendides. Nagao et al (2005)
demonstraram, in vitro, que alguns flavondides, tais como, luteolina, quercetina, ramnetina e
floretina, inibiram significativamente a atividade da enzima [3-caroteno-15,15’-dioxigenase de
maneira ndo competitiva, enquanto flavononas, isoflavonas, catequinas e antocianidinas
apresentaram pouco efeito inibitdrio.

Reboul et al. (2007) verificaram que a adi¢do de uma mistura de antioxidantes (500mg
de vitamina C, 67 mg de vitamina E e 1 g de polifendis) a uma refeicdo contendo 18 mg de
luteina tendeu a reduzir em 23% (p = 0,07) o aparecimento de luteina nos quilomicrons de
homens saudaveis. Na tentativa de determinar a influéncia especifica de cada antioxidante, os
autores avaliaram o efeito, in vitro, de diferentes combinagdes de antioxidantes em relagdo a
captacdo de luteina por células intestinais humanas e identificaram que a mistura de
polifendis reduziu significativamente a captacao de luteina. Posteriormente, foi demonstrado
que a naringenina era o unico polifenol responsavel pelo efeito da mistura de polifendis.

Os diferentes tipos de carotendides podem interagir entre si alterando sua
biodisponibilidade. Segundo van het Hof et al. (2000), competicdes podem ocorrer em nivel
intestinal, durante a incorporagdo nas micelas, ou mesmo no transporte linfatico, reduzindo a
absorcdo de determinado carotendide. A ingestdo simultdnea de varios carotenodides pode,
também, causar um efeito antioxidante poupador e resultar em maior absor¢do dos
carotendides protegidos.

Reboul et al. (2007) verificaram que uma mistura de carotenodides (licopeno e [3-
caroteno) reduz significativamente a captacdo de luteina por células intestinais, in vitro. A
ingestdo de doses iguais e combinadas de [-caroteno e luteina em humanos reduziu
significativamente a resposta sérica a luteina em cerca de 40% quando comparada com a
ingestao de luteina sozinha (Kostic et al., 1995). Outros pesquisadores observaram que a

ingestdo concomitante de luteina e B-caroteno em humanos reduziu significativamente o [3-
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caroteno sérico quando comparada a ingestdo do [-caroteno sozinho (van den Berg e van
Vliet, 1998).

Johnson et al. (1997) observaram, por meio de um estudo duplo-cego, que a ingestdo
concomitante de doses iguais de [-caroteno e licopeno aumentou significativamente a
resposta plasmatica ao licopeno e ndo causou alteracdo nos niveis de [-caroteno quando
comparados com a ingestao de licopeno e 3-caroteno sozinhos, respectivamente.

Tyssandier et al. (2002) avaliaram a interagdo entre o licopeno, [3-caroteno ¢ luteina a
partir de diferentes fontes vegetais ou suplementos. O grupo que recebeu puré de tomate e
pilulas de luteina apresentou quantidades de licopeno e de [-caroteno significativamente
inferiores nos quilomicrons quando comparado ao grupo que recebeu somente puré de
tomate. O grupo que recebeu puré de tomate e espinafre apresentou quantidades de [3-
caroteno significativamente inferiores nos quilomicrons quando comparado ao grupo que
recebeu somente puré de tomate. Os grupos que receberam espinafre e puré de tomate ou
espinafre e pilulas de licopeno apresentaram quantidades significativamente menores de
licopeno nos quilomicrons quando comparado ao grupo que recebeu somente espinafre. Esses
resultados sugerem que o licopeno, a luteina e o [-caroteno competem, entre si, pela
incorpora¢ao nos quilomicrons.

Poliésteres de sacarose, utilizados para substituir a gordura em alimentos, diminuem
significativamente a absorcdo de carotendides em humanos, mesmo em quantidades
relativamente pequenas, como 3 gramas/dia (Weststrate e van het Hof, 1995). Um estudo,
conduzido a fim de monitorar o impacto da comercializagdo do olestra, um poliéster de
sacarose, nos niveis plasmaticos de vitaminas lipossoliiveis de americanos, revelou que o
consumo de mais 4,4 gramas de olestra por semana estd associado com uma redugdo
significativa dos carotendides plasmaticos totais (Neuhouser et al., 2006).

A influéncia dos fatores genéticos sobre o metabolismo e biodisponibilidade dos
carotendides ainda ¢ pouco conhecida. Erros inatos no metabolismo de carotenoides,
relacionados a falha na ruptura do [B-caroteno, sao raros, mas podem ocorrer levando a uma
pigmentacao anormal da pele (Monk, 1982).

Segundo Olson (1999b), quando doses moderadas ou elevadas de [-caroteno sdo
administradas oralmente a seres humanos, alguns individuos respondem com um aumento
pronunciado da concentrag@o de [3-caroteno no plasma, com um pico apos seis horas e outro
apoOs 24 horas. Os individuos que apresentam essa resposta sdo chamados de responsivos.

Outros individuos, no entanto, apresentam pouco ou nenhum aumento da concentragdo
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plasmatica de [(-caroteno, ap6s a administracdo da mesma dose, sendo chamados de nao-
responsivos. A explicagdo para esse fendmeno parece residir no fato dos individuos nao-
responsivos serem, na verdade, conversores eficientes de [-caroteno em vitamina A no
intestino (Olson, 1999b).

Outros fatores individuais podem influenciar na biodisponibilidade de carotendides, tais
como: o estado nutricional do individuo, etilismo, tabagismo, idade, infecgdes intestinais e
doengas de ma absorcao de gordura (Olson, 1999b; IVACG, 1999; Yuyama et al., 2005). A
eficiéncia de conversdo de carotendides pro-vitaminicos A em vitamina A estd inversamente
relacionada ao estado nutricional de vitamina A (Ribaya-Mercado et al., 2000). A eficiéncia
de absor¢do dos carotendides também diminui 2 medida que a quantidade ingerida aumenta

(Olson, 1999a).

Metabolismo Hepatico

O figado ¢ o principal 6rgao no metabolismo da vitamina A, atuando na depuragdo desta
vitamina dos quilomicrons remanescentes € no armazenamento do excesso de retindides.
Além disso, o figado regula a secrecdo de retinol, associado a proteina ligadora de retinol
(RBP), a outras células do organismo e ¢ um importante sitio de oxidagdo e catabolismo dos
retindides (Ross, 1999).

Existem dois tipos de células responsaveis pelo metabolismo de vitamina A nesse
orgdo. Os hepatocitos, que estdo diretamente envolvidos na absor¢do dos quilomicrons
remanescentes e na sintese e secrecdo da RBP. As células estreladas, também denominadas de
células de Ito, que sdo responsaveis pelo armazenamento de vitamina A na forma de ésteres
de retinila (Silveira e Moreno, 1998).

Apos a secrecdo dos quilomicrons no sistema linfatico, essas lipoproteinas sdo
transportadas para a circulagdo geral, onde processos, como a hidrolise de triacilglicerois e a
troca de apolipoproteinas, resultam na formagdo dos quilomicrons remanescentes. Quase
todos os ésteres de retinila presentes nos quilomicrons permanecem na particula durante sua
conversdo em quilomicrons remanescentes (Blomhoff e Blomhoft, 2006).

Os quilomicrons remanescentes formados sdo captados e internalizados pelos
hepatocitos por endocitose mediada por receptor. Os ésteres de retinila captados sdo
hidrolisados por REH presentes na membrana plasmatica e ou no interior dos endossomos. O
retinol formado pode ser transferido para o reticulo endoplasmatico, onde a RBP ¢ sintetizada

e encontrada em maiores concentragdes. O retinol ligado a RBP ¢, posteriormente,
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transportado para o Complexo de Golgi e liberado no plasma (Silveira e Moreno, 1998;
Harrison e Hussen, 2001; Blomhoff ¢ Blomhoff, 2006).

No entanto, quando o estado nutricional de vitamina A no organismo ¢ adequado,
aproximadamente 50 a 80% do retinol corporal estdo armazenados no figado. O excesso de
retinol ¢ armazenado nas células estreladas na forma de ésteres de retinila (Yuyama et al.,
2005). O mecanismo pelo qual o retinol é transportado dos hepatdcitos para as células
estreladas ndo ¢ completamente entendido (Silveira e Moreno, 1998).

Nessas células, o retinol se liga a proteina celular ligadora de retinol I (CRPB-I) e ¢
esterificado pela LRAT. A CRBP-I ¢ o principal ligante enddgeno do todo-trans-retinol e esta
amplamente distribuida no citoplasma de varias células (Ross, 1999). A CRBP-I e a LRAT
sdo expressas em altos niveis nas células estreladas e desempenham um papel importante no
armazenamento de vitamina A. Camundongos, que tiveram os genes para a CRBP-1 ou LRAT
inativado, apresentam armazenamento alterado de ésteres de retinila (Ghyselinck ef al., 1999;
Batten et al., 2004).

As reservas de ésteres de retinila, nas células estreladas, representam uma fonte
adequada de vitamina A para a maioria dos individuos, por muitas semanas ou meses. Essa
grande reserva e a habilidade das células de regular o balango de retinol garantem que os
niveis plasmaticos de vitamina A sejam constantes, apesar da variacdo normal na ingestdo
dessa vitamina (Blomhoff e Blomhoff, 2006).

Diversos mecanismos foram sugeridos como capazes de regular o balango geral entre a
esterificagdo do retinol (armazenamento) e sua hidrdlise (mobilizacdo). Ross e Zolfaghari
(2004) propuseram um modelo de regulacdo da expressdo da LRAT, pelo acido retindico,
com base na revisdo de estudos experimentais com animais com diferentes estados
nutricionais de vitamina A. Em situagdes de adequagdo de vitamina A, o 4cido retindico
estimularia a expressdo do RNAm da LRAT, causando um aumento na quantidade dessa
enzima e, conseqiientemente, o armazenamento do retinol na forma de ésteres de retinila. Em
situacdes de deficiéncia de vitamina A, a redu¢do dos niveis de acido retindico levaria a uma
diminui¢@o na expressdo dessa enzima e, conseqiiente reducdo no armazenamento do retinol,
permitindo seu transporte imediato para outros tecidos.

Outros mecanismos também podem estar envolvidos, como, por exemplo, a razdo entre
as concentragdes de apo:holo-CRBP (proteina sem o retinol:proteina ligada ao retinol).
Quando os niveis de retinol estdo baixos, a concentracdo de apo-CRBP aumenta, estimulando

a REH e inibindo a atividade da LRAT, garantindo que o retinol seja eficientemente
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mobilizado de seu local de armazenamento (Silveira e Moreno, 1998; Parker, 1996; Ross,
1999; Napoli, 1999).

O mecanismo responsavel pela mobilizagdo do retinol das células estreladas ainda nao
foi elucidado em detalhes, mas a RBP parece desempenhar um papel importante no processo.
Camundongos, que tiveram o gene para a RBP inativado, mantidos em dietas com niveis
adequados de vitamina A, sdo capazes de armazenar ésteres de retinila, mas ndo conseguem
mobiliza-lo adequadamente (Quadro ef al., 1999; Quadro ef al., 2003; Paik et al., 2004).

Os carotendides presentes nos quilomicrons remanescentes podem ser convertidos a
retindides no figado ou serem incorporados em lipoproteinas e transportados para as células
periféricas (Silveira e Moreno, 1998). A figura 6 mostra os principais aspectos do

metabolismo hepatico da vitamina A, conforme proposto por Silveira € Moreno (1998).

— Células-alvo

Células
estreladas

Figura 6: Aspectos do metabolismo hepatico da vitamina A e do [3-caroteno. Proteina
ligadora de retinol (RBP); pré-albumina (TTR); ésteres de retinila (RE); retinol (ROL); retinal
(RAL); 4cido retindico (RA); hidrolases de ésteres de retinila (REH); retinol desidrogenase
(RODH); retinal desidrogenase (RALDH); lecitina:retinol aciltransferase (LRAT); proteina
celular ligadora de retinol I (CRBP); proteina celular ligadora de acido retindico (CRABP).
Fonte: Silveira e Moreno, 1998.
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Transporte plasmatico

A solubilizacdo e o transporte do retinol no plasma dependem de sua ligagdo com a
RBP. Apos sua liberagdo no plasma, a RBP ligada ao retinol, se associa a uma proteina co-
transportadora, a pré-albumina (TTR), formando um complexo com razdo molecular 1:1:1.
Essa ligagdo aumenta a estabilidade do complexo e diminui sua depuragdo renal (Ross, 1999;
I0OM, 2001).

Existe uma relacdo ndo-linear entre o deposito hepatico de vitamina A e a vitamina A
plasmatica, ou seja, embora as concentracdes hepdticas de vitamina A, em humanos
saudaveis, variem amplamente (20 a 300 pg de retinol total por grama de figado), os niveis
plasmaticos de retinol sdo relativamente constantes apresentando-se dentro de uma faixa de
variagdo estreita e regulada (43 a 86 pg/dL). A figura 7 ilustra uma relacdo tedrica entre a

vitamina A plasmatica e a hepatica (Ross, 1999).
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Figura 7: Relacdo entre os niveis de vitamina A plasmatica e hepatica. Fonte: Ross, 1999.

Uma ingestao inadequada de vitamina A, por um longo periodo, causa deplecdo nos
depositos hepaticos de vitamina A (< 20 g de retinol total/grama de figado) e,
conseqiientemente, uma concentragdo plasmatica reduzida de retinol. A RBP e a TTR
possuem meias-vidas curtas (0,5 dias e 2 a 3 dias, respectivamente) e necessitam de uma alta
taxa de sintese protéica para a manuten¢ao de suas concentragdes. Portanto, em situacdes de
desnutri¢do energético-protéica (DEP), os niveis de retinol plasmaticos podem estar

significativamente reduzidos apesar de uma concentracdo hepatica adequada de vitamina A.
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O zinco ¢ um mineral importante para a sintese de RBP e sua deficiéncia pode causar
deficiéncia secundaria de vitamina A. A RBP e a TTR também se encontram reduzidas
durante infecc¢des, inflamagdes e apos traumas (Ross, 1999).

A captagdo extra-hepatica dos quilomicrons ou dos quilomicrons remanescentes pode
ser uma via alternativa importante para fornecer vitamina A aos tecidos. Os resultados de
estudos, que utilizaram camundongos com gene da RBP inativado, demonstraram que esses
animais sdo capazes de manter niveis adequados dessa vitamina nos tecidos mesmo, na
auséncia de RBP (Quadro et al., 1999; Quadro et al., 2003; Paik ef al., 2004).

Quantidades elevadas de ésteres de retinila podem ser detectadas no plasma pos-
prandial, refletindo as taxas de absor¢dao de vitamina A e sua depura¢do dos quilomicrons.
Niveis elevados também sdo detectados em situagdes de hipervitaminose A, quando as
concentragdes hepaticas de retinol encontram-se elevadas, maiores do que 300 pg de retinol
total/grama de figado (Ross, 1999).

Outros retindides, além do retinol e dos ésteres de retinila, estdo presentes no plasma em
baixissimas concentra¢des (5 a 10 nmol/L). Esses compostos incluem o todo-trans-acido
retinoico, 13-cis-acido retindico, 13-cis-4-oxo-acido retindico, todo-trans-4-oxo-acido
retindico e o retinoil-B-glicuronideo (Blomhoff e Blomhoff, 2006). Com exceg¢do do retinoil-
B-glicuronideo, os demais retindides sdo transportados em associagdo com a albumina sérica
(Ross, 1999).

Os niveis plasmaticos desses retindides aumentam apos a ingestdo de uma grande
quantidade de vitamina A (Hartmann et al., 2005). No entanto, ndo se sabe se esses retindides
possuem alguma atividade funcional in vivo ou refletem, simplesmente, o catabolismo dos
retindides. O fato de a maioria desses retindides possuir atividade in vitro, em concentragdes
nanomolares, ¢ um indicio de uma possivel agdo funcional.

Os carotenoides sdo transportados no plasma de humanos e animais, exclusivamente,
por lipoproteinas (Parker, 1996). A distribuigdo dos carotendides entre as diferentes classes
de lipoproteinas plasmaticas parece ser determinada pelas caracteristicas fisicas dos
carotendides e pela composicdo de lipideos das lipoproteinas. Os carotenoides
hidrocarbonetos predominam nas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), enquanto as xantofilas se encontram distribuidas
igualmente entre as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e as LDL (Olson, 1999b).

A distribuicdo e as quantidades dos carotenodides diferem pronunciadamente nos

individuos, provavelmente em fun¢do da dieta. Dos 30 ou mais carotendides presentes no
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plasma, seis compreendem de 60 a 70% do total: luteina, licopeno, zeaxantina, [3-

criptoxantina, 3-caroteno ¢ a-caroteno (Olson, 1999b).

Captacao e metabolismo intracelular

O mecanismo pelo qual o retinol ligado ao complexo RBP:TTR ¢ captado para o
interior das células ainda permanece incerto. Dois mecanismos foram propostos: a RBP pode
ser captada por um receptor de membrana plasmatica nas células-alvo ou o retinol pode se
dissociar da RBP e penetrar na célula por difusdo, na presenca de concentragdes elevadas de
apo-CRBP (Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999).

Considera-se que os retindides mais polares, como o 4cido retindico e os glicuronideos
de retindides, penetrem nas células por difusdo. Esteres de retinila associados a lipoproteinas
podem ser assimilados em conseqiiéncia da internalizacdo da lipoproteina através dos
receptores celulares de superficie (Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999).

Uma vez dentro das células, o retinol se liga a CRBP-I e pode seguir diferentes rotas
metabolicas (Figura 8). O retinol pode ser armazenado na forma de ésteres de retinila,
oxidado a retinal ou 4cido retindico ou reciclado de volta ao sistema circulatorio, uma vez que
varios tecidos, além do figado, podem sintetizar RBP, tais como: os rins, a placenta e o tecido
adiposo (Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999).

As enzimas RODH e alcool desidrogenase (ADH) atuam na oxidag¢do do retinol a
retinal. A RODH esté presente no citoplasma e na fragdo microssomal da célula e ¢ especifica
para o substrato todo-trans-retinol ligado a CRBP-I. A enzima presente no citoplasma tem
baixa afinidade pelo substrato e ¢ inibida pela apo-CRBP. Em contraste, a enzima
microssomal tem uma afinidade elevada pelo retinol e ndo ¢ inibida pela apo-CRBP,
garantindo a produgdo de retinal e de acido retindico em casos de hipovitaminose A (Silveira
e Moreno, 1998; Ross, 1999). A ADH est4 presente no citoplasma e ¢ responsavel pela
catalise de diversos substratos, entre eles o etanol, o todo-trans-retinol, 9-cis-retinol e 13-cis-
retinol (Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999). No entanto, essas enzimas parecem nao oxidar
o retinol ligado @ CRBP-I (Blomhoff e Blomhoff, 2006).

O retinal formado pode ser transformado em &cido retindico pela agdo da RALDH. O
acido retindico formado se liga as proteinas celulares ligadoras de acido retindico I e II
(CRABP-I e CRABP-II). A CRABP-I pode ser encontrada no citoplasma de muitas células,
em baixos niveis, e se liga principalmente ao 4cido retindico, mas também ¢ capaz de se ligar

a seus isomeros e metabolitos mais polares. A CRABP-II possui elevada afinidade pelo acido
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retindico, se expressa de forma pronunciada em uma série de tecidos durante a embriogénese,
mas se restringe a pele em adultos humanos. A expressdo do RNAm da CRABP-II ¢ induzida
pelo todo-trans-retinol. Essas proteinas controlam a concentracdo de acido retindico nas
células e facilitam sua agdo e catabolismo (Silveira e Moreno, 1998; Ross, 1999).

O 4cido retindico ¢ o metabolito mais ativo da vitamina A e, por meio de sua ligacdo a
receptores nucleares, ¢ capaz de regular a transcricdo de diversos genes. Existem dois
receptores nucleares aos quais o acido retinodico se liga: o receptor do acido retindico (RAR) e
o receptor X de retindides (RXR). Ambos os receptores possuem subfamilias o, [3 e Y e essas
subfamilias possuem varios subtipos (Silveira e Moreno, 1998; Parker, 1996; Ross, 1999;
Olson, 1999b; Napoli, 1999).

Cada um dos receptores de retindides consiste de uma proteina de aproximadamente 48
kDa, organizada de forma similar em quatro principais dominios funcionais: um dominio de
ligacdo ao DNA, um dominio de liga¢do ao ligante, um dominio de heterodimerizagcdo e um
ou mais dominios de ativagdo da transcri¢do dependente do ligante (Ross, 1999).

O RAR se liga ao todo-trams-acido retindico e ao 9-cis-acido retindico, forma
heterodimeros com o RXR e se liga a seqiiéncias de nucleotideos especificas do DNA,
denominadas elementos responsivos do acido retindico (RARE). O RXR se liga somente ao
9-cis-acido retindico e pode formar homodimeros com outro RXR ligando-se a elementos
responsivos X de retindides (RXRE) ou pode formar heterodimeros com o RAR e muitos
outros receptores nucleares, tais como: o receptor para a vitamina D e do hormdnio da
tiredide. (Silveira e Moreno, 1998; Parker, 1996; Ross, 1999; Olson, 1999b; Napoli, 1999).

Supde-se, também, que o acido retindico possa ser formado a partir da hidrdlise
excéntrica das moléculas de carotendides. Essa via resultaria em [-apo-carotendides que
podem dar origem ao acido retindico diretamente (Silveira e Moreno, 1998; Napoli, 1999).

O isdmero 9-cis-4cido retindico ¢ considerado um metabolito ativo da vitamina A
devido a sua capacidade de se ligar aos receptores nucleares de acido retindico. No entanto,
recentemente, o papel biologico desse metabolito tem sido questionado. Segundo Blomhoff e
Blomhoft (2006), a presenca do 9-cis-acido retindico s6 foi adequadamente identificada em
humanos apds a administragdo de quantidades excessivas de retinol e, em camundongos, apos
doses toxicas e teratogénicas de todo-trams-acido retindico. Além disso, o mecanismo de
sintese do isomero 9-cis-acido retindico permanece incerto. Uma das possibilidades existentes

¢ sua formagdo por meio da isomeragdo, enzimdtica ou ndo, do todo-trans-acido retindico.
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Outra possibilidade ¢ que o isdmero seja formado a partir do 9-cis-[3-caroteno ou do 9-cis-
retinol, presentes na dieta (Silveira e Moreno, 1998; Napoli, 1999).

Assim, apesar da incerteza existente sobre o papel 9-cis-dcido retindico no
metabolismo, os dados disponiveis sugerem que a toxicidade da vitamina A pode estar

relacionada a producdo desse isomero e uma ativagdo anormal dos genes controlados pelo

RAR-RXR ou RXR-RXR (Blomhoff e Blomhoff, 2006).
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Figura 8: Captacdo e metabolismo da vitamina A e carotendides nas células. Proteina
ligadora de retinol (RBP); pré-albumina (TTR); ésteres de retinila (RE); retinol (ROL); retinal
(RAL); todo-trans-acido retindico (RA at); 9-cis-acido retindico (RA 9c); 4-hidroxi-acido
retindico (4-OH-RA); 18-hidroxi-acido retindico (18-OH-RA); B-caroteno (BC); hidrolases de
¢steres de retinila (REH); retinol desidrogenase (RODH); alcool desidrogenase (ADH);
retinal desidrogenase (RALDH); lecitina:retinol aciltransferase (LRAT); superfamilia de
enzimas citocromo P450 (P450); proteina celular ligadora de retinol I (CRBP); proteina
celular ligadora de acido retindico (CRABP); receptor do 4cido retindico (RAR); receptor X
de retindides (RXR); elementos responsivos do acido retindico (RARE); elementos
responsivos X de retindides (RXRE). Fonte: Silveira e Moreno, 1998.
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O catabolismo do todo-frans-acido retindico ¢ um mecanismo importante no controle
dos niveis de acido retindico nas células e tecidos. O &cido retindico induz seu proprio
metabolismo in vivo e muitos tecidos sdo capazes de converter o acido retindico em isdmeros
e metabolitos mais polares. A superfamilia de enzimas citocromo P450 (CYP26AI1,
CYP26BI1 e CYP26C1) desempenha um papel importante no metabolismo do retinol e do
acido retinodico, produzindo compostos mais polares, tais como o 4-hidroxi-acido retindico e o
18-hidroxi-acido retindico que podem, posteriormente, ser eliminados pela urina (Blomhoff e
Blomhoff, 2006).

A CYP26A1 estd presente em maiores concentracdes no figado, duodeno, colon e
placenta e em certas regides do cérebro e sua transcricdo ¢ induzida pelo acido retinoico,
sugerindo um mecanismo direto, pelo qual o gene da CYP26A1 percebe a concentragdo de
acido retinodico e regula seu metabolismo. A CYP26B1 possui atividade catalitica similar a da
CYP26A1. Ja a CYP26C1 ¢ capaz de catalisar o 9-cis-acido retindico mais eficientemente
que as outras duas enzimas. Os padrdes de expressdo teciduais dessas trés enzimas nao se
sobrepdem, sugerindo papéis individuais no catabolismo de 4cido retindico (Blomhoff e
Blomhoff, 2006).

Alguns metabdlitos podem, também, ser conjugados com o &cido glicurénico ou a
taurina para, posteriormente, serem excretados na bile. A proporcdo de metabodlitos
excretados na bile aumenta a medida que os niveis de vitamina A excedem uma concentracao
critica, reduzindo o risco de armazenamento excessivo de vitamina A (Napoli, 1999; IOM,
2001).

Blomhoff e Blomhoft (2006) apontam, ainda, possiveis mecanismos de a¢do do écido
retindico e seus metabolitos que ndo dependem de sua ligagdo aos receptores nucleares,

como, por exemplo, a ligacdo covalente de retindides a proteinas.

Fatores de conversao

Com o intuito de expressar a atividade dos carotendides pro-vitaminicos A da dieta em
bases comuns, um grupo de especialistas da FAO/WHO (1967) introduziu o conceito de
equivalentes de retinol (RE) e estabeleceram que 1 pg de RE seria equivalente a 1 pg de
retinol, a 6 pg de [-caroteno ou a 12 Pg de outros carotenodides pro-vitaminicos A
(FAO/WHO, 2004; IOM, 2001).

Esses fatores de equivaléncia foram derivados de estudos de balango de vitamina A e

refletem a menor eficiéncia de absor¢do ¢ de conversao dos carotendides em vitamina A. A
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eficiéncia de absor¢do dos carotendides foi estimada como sendo de um ter¢o daquela do
retinol. Ja os valores de bioconversdao do [-caroteno e dos demais carotendides pro-
vitaminicos A foram calculadas como 1:2 e 1:4, respectivamente. No entanto, o grupo
reconheceu que os fatores de conversdo eram resultados de estimativas para uma alimentagao
mista e que poderiam subestimar ou superestimar a biodisponibilidade dos carotenodides da
dieta que ¢ influenciada por diversos fatores (FAO/WHO, 2004; IOM, 2001).

Recentemente, os fatores de conversdo tém sido reavaliados, por estudos que empregam
metodologias mais avancadas, para avaliar a biodisponibilidade de carotendides, tais como a
diluicdo de isotopos estaveis e a quantificacdo de carotendides na fragdo lipoprotéica rica em
triacilglicerois, apds a ingestdo controlada de fontes alimentares de carotendides (van den
Berg et al., 1998; de Pee et al., 1998; van het Hof et al., 1999; Tang et al., 1999). Esses
estudos demonstram que os fatores que interferem na absor¢do dos carotendides tém uma
importancia maior do que anteriormente pensado e que os fatores de conversdo dos
carotendides deveriam ser reduzidos.

Os dados analisados sugerem que os fatores de conversdo seriam de 1:14 para o [3-
caroteno e de 1:28 para outros carotendides pro-vitaminicos A. No entanto, ¢ importante
ressaltar que a maioria dos estudos foi realizada a partir da ingestdo de hortalicas, que
possuem menor biodisponibilidade do que as frutas. Assim, adaptacdes podem ser
necessarias, de acordo com o padrdo de alimentacdo da populacao (IOM, 2001; FAO/WHO,
2004).

Apesar da FAO/WHO (2004) sugerirem a adog¢do dos valores acima, suas
recomendacdes de vitamina A utilizam os fatores de conversdao antigos. O Instituto de
Medicina dos Estados Unidos adotou, recentemente, novos valores de conversdo para os
carotendides pro-vitaminicos A em substituicdo aos valores de RE. Os novos fatores de
conversao, denominados de equivalentes de atividade de retinol (RAE), sdo de 1:12 para o 3-
caroteno e de 1:24 para outros carotenodides pro-vitaminicos A. Esses fatores sdo um pouco
superiores aos sugeridos pelos estudos que reavaliaram a biodisponibilidade dos carotendides,
pois considerou-se que a alimentagcdo americana seria mais biodisponivel, por apresentar uma

proporgao significativa de frutas (IOM, 2001).
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Recomendacoes de Vitamina A

O Instituto de Medicina dos Estados Unidos (IOM, 2001) publicou, recentemente,
valores de ingestdo de referéncia atualizados para a vitamina A e outros nutrientes. Esses
valores, chamados de valores de ingestdo de referéncia dietéticas (DRI), sdo constituidos por
quatro valores de referéncia para cada nutriente: requerimento médio estimado (EAR),
ingestao diaria recomendada (RDA), ingestdo adequada (Al) e nivel de ingestdo maximo
toleravel (UL).

A EAR corresponde a quantidade estimada de um nutriente que deve ser ingerida,
diariamente, para atender as necessidades de metade dos individuos saudaveis do mesmo sexo
e estagio de vida. A RDA, valor derivado da EAR, representa a quantidade de um nutriente
que deve ser ingerida, diariamente, para atender as necessidades de 97 a 98% dos individuos
do mesmo sexo e estagio de vida. A Al ¢ um valor utilizado quando a RDA ndo pode ser
determinada, calculado a partir de levantamentos, determina¢des ou aproximacgdes de dados
experimentais, ou ainda de estimativas de ingestdo de nutrientes para grupos de individuos
aparentemente saudaveis. O UL ¢ definido como o mais alto valor de ingestdo diaria
prolongada de um nutriente que, aparentemente, ndo oferece risco de efeito adverso a satde
em quase todos os individuos de um estagio de vida ou sexo (IOM, 2001).

A EAR de vitamina A, para adultos, foi calculada utilizando-se como referéncia a
quantidade de vitamina A necessdria para assegurar reservas hepaticas adequadas em
individuos bem nutridos. Para a faixa etaria de zero a doze meses foi estabelecido um valor de
Al com base na ingestdo média de vitamina A de recém-nascidos, a partir do leite materno. O
UL foi calculado somente para a vitamina A pré-formada levando em conta os dados
toxicoldgicos sobre os efeitos teratogénicos e hepaticos (IOM, 2001).

As recomendagdes da consultoria de especialistas da FAO/WHO (2004) sobre as
necessidades de vitaminas e minerais foram revisadas recentemente. No caso especifico da
vitamina A, os valores e a metodologia utilizada para determinar as necessidades desse
nutriente sdo um pouco diferentes daqueles utilizados pelo IOM (2001). O requerimento
médio de vitamina A utilizado ¢ definido como a quantidade minima de vitamina A que deve
ser ingerida para prevenir a xeroftalmia na auséncia de infecgdes. O nivel de ingestdo seguro
de vitamina A foi definido como a média de ingestdo de vitamina A necessaria para permitir
um crescimento adequado e para manter reservas corporais adequadas de vitamina A.

Os valores das recomendagdes americanas de vitamina A para adultos, de ambos os

sexos, nutrizes e lactentes, sdo superiores aos niveis de ingestdo seguro de vitamina A

42



propostos pela FAO/WHO (2004), enquanto que para as criangas e gestantes esses valores
sdo inferiores. No entanto, deve-se ressaltar que os valores recomendados pelo IOM (2001)
sdo apresentados na forma de equivalentes de atividade de retinol (RAE), enquanto que as
recomendacdes da FAO/WHO utilizaram o fator de conversdo de equivalentes de retinol
(RE). Isto significa que para se atingir determinada recomendacdo de vitamina A,
exclusivamente a partir de alimentos de origem vegetal utilizando o fator de conversdo

americano, seria necessario ingerir o dobro da quantidade de alimentos.

Tabela 1: Comparacio entre as recomendacdes de vitamina A.

IOM FAO/WHO
Estagio de Vida RDA/AI" UL Ingestao Média Nivel de Ingestao
(Mg retinol) (Mg retinol) (Mg retinol) Seguro (Ug retinol)

Lactentes

0 a 6 meses 400" 600 180 375

7 a 12 meses 500" 600 190 400
Criangas

1 a 3 anos 300 600 200 400

4 a 6 anos 400 900 200 450

7 a9 anos 400 900 250 500
Homens

9 a 13 anos 600 1.700 330-400 600

14 a 18 anos 900 2.800 330-400 600

19 a 65 anos 900 3.000 300 600

> 65 anos 900 3.000 300 600
Mulheres

9 a 13 anos 600 1.700 330-400 600

14 a 18 anos 700 2.800 330-400 600

19 a 65 anos 700 3.000 270 500

> 65 anos 700 3.000 300 600
Gestantes

< 18 anos 750 2.800 370 800

19 a 50 anos 770 3.000 370 800
Nutrizes

< 18 anos 1.200 2.800 450 850

19 a 50 anos 1.300 3.000 450 850

Ingestdo diaria recomendada (RDA); ingestdo adequada (Al); nivel de ingestdo maximo
toleravel (UL).

Deficiéncia de vitamina A:
Até a segunda metade da década de 1980, a deficiéncia de vitamina A causava

preocupacdo apenas em relagdo a seus sinais clinicos, que vao desde a cegueira noturna até a

cegueira nutricional irreversivel. No entanto, a partir da segunda metade dessa década

43



surgiram evidéncias de que a caréncia sub-clinica de vitamina A poderia ter outros impactos
negativos a saude (Ramalho et al., 2002).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude define a deficiéncia de vitamina A como
uma concentracao tecidual de vitamina A baixa o suficiente para ter conseqiiéncias adversas a
sade, mesmo na auséncia de sinais clinicos de xeroftalmia (WHO, 1996). Portanto,
considera-se que os casos de xeroftalmia representam apenas a ponta do iceberg, sob a qual
podem se encontrar propor¢oes muito maiores da populagdo em estdgios menos avangados de
caréncia (Ramalho et al., 2002).

A deficiéncia de vitamina A ocorre, geralmente, devido a uma ingestdo inadequada
dessa vitamina, principalmente em periodos de demanda elevada, tais como: nas fases de
crescimento acelerado, gestacao e lactagdo e no caso de doengas (Humphrey et al., 1992).
Assim, o problema ¢ significativamente maior nas criangas abaixo de seis anos de idade e nas
mulheres em idade fértil, gestantes e nutrizes. As criangas, nesse periodo, apresentam uma
necessidade elevada de vitamina A necessaria para permitir o rdpido crescimento. As
gestantes e nutrizes necessitam de vitamina A adicional para manter o crescimento dos
tecidos maternos e fetais e para repor as perdas com a lactacdo (FAO/WHO, 2004).

As implicacdes da deficiéncia de vitamina A variam de acordo com o grupo de risco.
Em criangas em idade pré-escolar, este distirbio nutricional ¢ a causa mais importante de
cegueira infantil e contribui, significativamente, no aumento da morbidade e da mortalidade
por infecgdes. Em mulheres gestantes e nutrizes, a deficiéncia pode levar a cegueira noturna e
parece ter implicagdes também na elevacdo da taxa de morbidade e de mortalidade materna
(WHO, 1996; Geraldo et al., 2003).

Estima-se que mais de 250 milhdes de criangas em todo o mundo apresentem
deficiéncia sub-clinica de vitamina A e que entre trés e dez milhdes de criangas, a maioria em
paises em desenvolvimento, tenha alguma forma de xeroftalmia. As estimativas apontam,
ainda, que entre 250 e 500 mil criangas, deficientes em vitamina A, ficam cegas todos os
anos, sendo que metade delas morre até 12 meses, apos a perda da visdo (Sommer e West,
1996; WHO, 1995).

A prevaléncia da deficiéncia de vitamina A ¢ particularmente alta na Asia, na Africa e
na América Latina, ainda que os inquéritos nacionais sejam escassos. O Brasil foi classificado
pela OMS como uma area de caréncia sub-clinica (WHO, 1995; McLaren e Frigg, 2001). A
figura 9 mostra a categoriza¢do dos paises por grau de deficiéncia de vitamina A, segundo

dados da OMS em 1998.
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Apesar da classificacdo da OMS, ndo existem dados representativos que permitam
estabelecer a prevaléncia e a gravidade da deficiéncia de vitamina A para a populagdo
brasileira. Contudo, dispde-se de apreciavel nimero de estudos pontuais, realizados em varias
regides do Brasil, que fornecem indicagdes sobre a situacdo nutricional relacionada a esta
vitamina. Em um niimero significativo dessas pesquisas, a hipovitaminose A foi reconhecida
como um problema de saiude publica (Ramalho et al., 2002; Geraldo et al., 2003; Yuyama et
al., 2005).

Bl Clinica

) Sub-clinica severa L;: /

[ Sub-clinica moderada et ‘)
[ Sub-clinica leve D <7
] Sem dados disponiveis &
| Auséncia de deficéncia

Figura 9: Categorizagdo dos paises por grau de deficiéncia de vitamina A. Fonte:
FAO/WHO, 2004.

O governo brasileiro reconhece como areas de risco de desenvolvimento de deficiéncia
de vitamina A as chamadas regides de bolsdes endémicos que englobam a regido Nordeste, o
Estado de Minas Gerais (regido Norte, Vale do Jequitinhonha e Vale do Mucurici) e o Vale
do Ribeira em Sao Paulo (Brasil, 2004). No entanto, os dados de outras localidades em nada
diferem dos dados dessas regides, tornando a deficiéncia de vitamina A independente do
mapa econdmico do pais (Ramalho et al., 2002).

Segundo Ramalho et al. (2002), os resultados dos inquéritos de consumo alimentar
realizados, nos ultimos 25 anos, em ambito nacional, regional ou local, indicam que a
ingestdo de vitamina A, de fontes naturais, no Brasil ¢ extremamente baixa em 60% ou mais

da populagdo. Os inquéritos bioquimicos disponiveis confirmam que a deficiéncia de
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vitamina A ¢ um problema de satde publica nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Pernambuco, Paraiba, Ceara, Bahia ¢ Amazonas.

Algumas evidéncias cientificas recentes demonstram, também, que a situagdo de
hipovitaminose A parece ndo estar restrita aos grupos de risco no Brasil. Estudo realizado
com escolares de 7 a 17 anos, regularmente matriculados na rede municipal de ensino no Rio
de Janeiro, demonstrou que um total de 10,30% dos escolares apresentou niveis baixos de
retinol sérico, sendo 11,98% na faixa etaria de 7 a 10 anos e 7,92% na faixa etaria de 10 a 17
anos (Ramalho et al., 2004).

Vitolo et al. (2004) avaliaram os niveis séricos de vitamina A em adolescentes
matriculados na rede privada de ensino da cidade de Sdo Paulo. Foi demonstrado que 30%
dos adolescentes, em ambos 0s sexos, estavam com niveis séricos de vitamina A abaixo do
adequado. Segundo os autores, esses achados sugerem a necessidade da realizagdo de mais
investigacdes sobre vitamina A no periodo da adolescéncia, para verificar se o nivel sérico
baixo desse nutriente ¢ um fator de risco a saude do adolescente ou ¢ reflexo da captacao

acelerada que ocorre para atender necessidades metabolicas.

Indicadores de deficiéncia de vitamina A

O tnico método direto para mensurar o estado nutricional de vitamina A ¢ a medida das
reservas de ésteres de retinila apds biopsia hepatica. No entanto, esse ¢ um procedimento
invasivo que ndo pode ser considerado para investigacdes de rotina e pesquisas de populagdo.
Portanto, ¢ necessario que o estado nutricional de vitamina A dos individuos seja medido por
meio de outros testes (Yuyama et al., 2005).

Os primeiros passos no estabelecimento de indicadores e critérios para classificar a
deficiéncia de vitamina A como um problema de Satde Publica foram tomados em 1974,
quando a OMS reuniu um grupo de especialistas com o objetivo de discutir o conhecimento
existente entre a deficiéncia de vitamina A e o desenvolvimento de xeroftalmia (McLaren e
Frigg, 2001). A classificagdo das lesdes oculares e os critérios propostos por esse grupo foram
posteriormente revisados, com base em novas evidéncias cientificas disponiveis naquela
época (WHO, 1982).

A xeroftalmia ¢ um conjunto de sinais e sintomas que afetam o olho durante a
deficiéncia de vitamina A, englobando desde a cegueira noturna até o fundo xeroftdlmico
(McLaren e Frigg, 2001). A OMS classificou os sinais oculares da xeroftalmia da seguinte

forma: cegueira noturna (XN), xerose conjuntival (X1A), mancha de Bitot (X1B), xerose da
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cornea (X2), ulceragdo da cornea em area inferior a 1/3 (X3A), ulceragdo da cornea em area
superior a 1/3 (X3B), deformagdo cicatricial da cornea (XS) e fundo xeroftalmico (XF)
(WHO, 1982). A Tabela 2 mostra os critérios propostos para a classificagdo da deficiéncia de
vitamina A como problema de Saude Publica.

No entanto, as observacdes epidemiologicas relacionando a deficiéncia marginal de
vitamina A ao aumento das taxas de morbidade e mortalidade infantil impulsionaram o
desenvolvimento de métodos diagndsticos cada vez mais sensiveis (McLaren e Frigg, 2001;

Ramalho et al., 2002).

Tabela 2: Critérios para estabelecer a significancia da deficiéncia de vitamina A como
problema de saude publica em criangas entre 6 ¢ 71 meses de idades. Fonte: WHO, 1982.

Indicadores Prevaléncia Minima'
Cegueira Noturna (XN) 1,0%
Mancha de Bitot (X1B) 0,5%
Xerose da Cornea e/ou ulceragdo (X2 + X3A + X3B) 0,01%
Deformagao Cicatricial da Cornea (XS) 0,05%

1. A prevaléncia de um ou mais indicadores acima do valor estabelecido indicada problema de satde publica.

Desta forma, a OMS estabeleceu indicadores biologicos para os diferentes tipos de
deficiéncia sub-clinica de vitamina A, classificando-os da seguinte forma: indicadores
funcionais (cegueira noturna), indicadores bioquimicos (retinol sérico, retinol no leite
materno, RBP sérica, teste de resposta relativa a dose de retinol, teste de resposta relativa a
dose de retinol modificado e resposta sérica de 30 dias) e indicadores histolégicos (impressdo
citologica conjuntival) (WHO, 1996).

Outros indicadores ecoldgicos e demograficos também podem ser utilizados no
mapeamento de populagdes com risco aumentado de deficiéncia de vitamina A, tais como:
indicadores nutricionais e alimentares, padrdo de doengas e as varidveis socioecondmicas. No
entanto, os indicadores bioldgicos sdo essenciais para avaliar o estado nutricional de vitamina
A da populagdo e permitem um direcionamento adequado de programas de intervengdo e sua
avaliagdo (WHO, 1996). A Tabela 3 mostra os limites de prevaléncia para cada indicador
biologico acima dos quais a deficiéncia sub-clinica de vitamina A adquire magnitude de
problema de saude publica.

A dosagem de retinol sérico ¢ um dos indicadores bioquimicos mais utilizados no
diagnostico do estado nutricional de vitamina A, apesar da sua baixa sensibilidade nos casos

de deplecao moderada das reservas hepaticas e nos casos de infec¢do e DEP (Yuyama et al.,
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2005). Concentracdes de retinol sérico inferiores a 20 pg/dL (0,70 pmol/L) sdo consideradas
baixas e utilizadas para caracterizar deficiéncia sub-clinica em criangas entre 6 ¢ 71 meses
(WHO, 1996). No entanto, a deficiéncia sub-clinica de vitamina A pode estar presente entre

niveis entre 0,70 e 1,05 pumol/L e, ocasionalmente, acima de 1,05 pmol/L (FAO/WHO, 2004).

Tabela 3: Indicadores bioldgicos de deficiéncia sub-clinica de vitamina A em criancas entre
6 ¢ 71 meses de idade e classificacdo como problema de satde publica. Fonte: WHO, 1996.

Indicadores Problema de Saiide Piiblica’

(ponto de corte) Leve Moderada Severa
Funcionais
Cegueira Noturna >0-<1% >1-<5% > 5%
(presente 24-71 meses)
Bioquimico
Retinol sérico >2-<10% >10—<20% > 20%
(£0,70 pmol/L)
Retinol no leite materno < 10% > 10 _ < 25% 250,
(1,05 pmol/L) ? = 0 =
RDR
(>20%) <20% >20 — < 30% > 30%
MRDR
(> 0,06) <20% >20 — < 30% > 30%
S30DR
(> 20%) <20% >20 — < 30% > 30%
Histologico
CIC <20% >20-<40% > 40%

(anormal para 24-71 meses)

1. A prevaléncia de pelo menos dois indicadores acima do valor estabelecido revela problema de satde publica.

A proposta de utilizar o retinol no leite materno, como um indicador do estado
nutricional de vitamina A, ¢ relativamente nova e ainda precisa ser avaliada em diferentes
condigdes, mas possui as vantagens de ndo ser invasiva e de ser de facil amostragem. Niveis
iguais ou inferiores a 30 pg/dL (1,05 pmol/L) sdo considerados indicativos de hipovitaminose
A (WHO, 1996; McLaren e Frigg, 2001).

O teste de resposta relativa a dose de retinol (RDR) ¢ um método indireto capaz de
estimar as reservas hepaticas de vitamina A. O RDR ¢ baseado no principio de que, em
situacdes de deplecao hepatica de vitamina A, ocorre acimulo de apo-RBP e o fornecimento
de retinol promove a liberacdo de holo-RBP. Portanto, a magnitude de liberagao de retinol do
figado, quando uma dose teste ¢ fornecida, é proporcional ao grau de deple¢dao hepatica de
vitamina A (McLaren e Frigg, 2001; Yuyama et al., 2005). Resultados superiores a 20%

indicam reservas hepaticas inadequadas de vitamina A (WHO, 1996).
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O teste de resposta relativa a dose de retinol modificado (MRDR) ¢ semelhante ao
RDR, com a diferenga de que o palmitato de retinila é substituido pelo 3,4-didesidroretinol,
composto natural capaz de se ligar 8 RBP sem alterar as concentragdes de retinol.

A impressdo citologica conjuntival (CIC) é uma técnica por meio da qual camadas
superficiais da conjuntiva ocular sdo removidas com a utilizagdo de um papel-filtro de acetato
de celulose, para analise histologica posterior (Yuyama et al., 2005).

Na ultima década, o uso de testes de isotopos estaveis para avaliar o estado nutricional
de vitamina A e a biodisponibilidade de carotendides pro-vitaminicos A tem aumentado
significativamente. A dilui¢do de is6topos envolve a administracdo de uma dose de retinol
marcado e sua quantificagdo em tecidos ou plasma, apos sua adequada dilui¢do no organismo
(IVACG, 2004).

Apesar da evolugdo dos métodos para determinar o estado nutricional de vitamina A ¢
importante observar que a escolha dos indicadores do estado de vitamina A dependeré de suas
vantagens e limitagcdes e dos recursos e das técnicas analiticas disponiveis. Os testes e sinais
clinicos, apesar do baixo custo, possuem utilidade restrita ao diagndstico da deficiéncia de
vitamina A clinica. J4 a determinagdo do retinol sérico, embora seja um procedimento
invasivo, ¢ capaz de diagnosticar casos de deficiéncia sub-clinica de vitamina A.

A Figura 10 mostra a utilidade de cada método para determinar o estado nutricional de
vitamina A, no organismo. Podemos observar que a amostragem hepatica ¢ o método mais
util, capaz de identificar desde a deficiéncia clinica a niveis toxicos de vitamina A. No

entanto, este procedimento esta limitado a estudos experimentais.

Estado nutricional de Vit. A Deficiente Marginal Adequado Sub-toxico Toxico
Vit. A hepitica pmolig < 0,07 0,07 - 0,1 0,1-1,0 =1.0 ?
Indicador

Testes ¢ sinais clinicos
Retinol sérico

Retinol do leite materno
Testes de dose-resposta
Diluigiio de isttopos

Amuostra hepsdtica

Utilidade da metodologia para avaliar o estado nutricional de vitamina A

Figura 10: Utilidade de metodologias para avaliar o estado nutricional de vitamina A. Fonte:
IVACG, 2004.
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Combate a deficiéncia de vitamina A

A ingestdo adequada de Vitamina A, por si sO, poderia prevenir aproximadamente de
1,3 a 2,5 milhdes das quase 8 milhdes de mortes de criangas em idade pré-escolar e na ultima
metade da infincia que ocorrem, todos os anos, nos paises de alto risco (Humphrey et al.,
1992). Reservas adequadas de vitamina A, em criangas ¢ mulheres, reduzem em 23% a
mortalidade infantil e em 40% a mortalidade materna (Brasil, 2004). Além disso, a ingestao
adequada de vitamina A reduz o risco do desenvolvimento de infecgdes respiratorias e
gastrintestinais.

As atividades de controle da deficiéncia de vitamina A podem ser enquadradas dentro
de trés categorias principais: suplementacdo medicamentosa, adequada e freqiliente, de
vitamina A aos grupos de risco, programas de fortificacdo de alimentos e melhora da
diversificacdo da alimentacdo. Recomenda-se que essas atividades sejam simultaneas e que
estejam em consonancia com outras medidas de satde publica destinadas a reduzir a
prevaléncia de infecgdes e com programas econdmicos para melhorar a renda e,
conseqiientemente, o acesso ao alimento (WHO, 1996).

A suplementagdo oral de megadoses de vitamina A ¢ uma estratégia de baixo custo,
amplamente difundida e 1util no combate a deficiéncia de vitamina A (WHO, 1996).
Geralmente, doses entre 100.000 e 200.000 UI (30.000 a 60.000 pg) de acetato ou palmitato
de retinol, em 6leo ou como comprimidos dispersos em dgua, sdo administrados em intervalos
de quatro a seis meses. O fato de a vitamina A pré-formada ser bem absorvida pelo organismo
e eficientemente armazenada no figado, faz com que cerca da metade dessa dose seja
absorvida e retida no organismo (Yuyama et al., 2005).

No entanto, essa ¢ uma estratégia imediata que tem como objetivo cobrir grupos de
risco especificos, em areas endémicas de deficiéncia de vitamina A. Embora a suplementagado
oral com vitamina A possa ser utilizada para o tratamento e prevencdo da deficiéncia de
vitamina A, ndo ¢ recomendada sua utilizagdo em longo prazo, a ndo ser que as doses sejam
reduzidas a niveis proximos da RDA e que o seu fornecimento esteja integrado a um sistema
de distribui¢do na comunidade (WHO, 1996).

As doses administradas podem, ocasionalmente, provocar sinais transientes de
intoxica¢do, afetando de 0,7 a 2,5% das criangas (Yuyama et al, 2005). Além disso, ¢
necessario que ocorra um levantamento adequado a fim de se determinar se a populagdo ¢
deficiente em vitamina A, para que ndo exista o risco de toxicidade. Recentemente, o Unicef

foi criticado por especialistas em Satde Publica da India, apds sua campanha medicamentosa
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para tratar criancas com deficiéncia em vitamina A, ter deixado mais de 700 criancas doentes
e 15 mortas, no estado de Assam (Sharma, 2001).

O Brasil assumiu, em 1990, junto a mais de cem outros paises, na Reunido de Capula de
Nova lorque sobre a Sobrevivéncia, Prote¢do e Desenvolvimento das Criangas que, até 2000,
chegaria ao controle da deficiéncia de vitamina A e das suas conseqiiéncias. Esta posi¢ao foi
referendada em 1992, na Conferéncia Internacional sobre Nutricdo, promovida pela
FAO/OMS, em Roma (Brasil, 1994).

No entanto, a falta de um mapeamento adequado da prevaléncia da deficiéncia de
vitamina A, no Pais, fez com que as a¢des de combate dessa deficiéncia fossem focadas
principalmente, na distribuicdo de megadoses de vitamina A aos grupos de risco (criangas
entre 6 € 59 meses e puérperas), nas chamadas regides de bolsdes endémicos.

Em 1994, foi criado o Programa Nacional de Controle das Deficiéncias de Vitamina A
com 0s objetivos de: assegurar a suplementacao de doses de vitamina A a criancgas de 6 a 59
meses de idade, residentes em areas de risco; ampliar o conhecimento das familias residentes
em areas de risco sobre a deficiéncia de vitamina A, visando o aumento do consumo de
alimentos riscos em vitamina A; desenvolver um processo de comunicagdo social para a
importancia da vitamina A e as conseqiiéncias de sua deficiéncia; e estabelecer um sistema de
monitoramento do programa, que permita sua avaliagao (Brasil, 1994).

Posteriormente, o programa foi estendido as puérperas e, em 2004, o Ministério da
Saiude publicou o manual técnico sobre as condutas gerais a serem adotadas no Programa
Nacional de Suplementacdo de Vitamina A, recomendando que a prevencgdo da deficiéncia de
vitamina A deveria contemplar medidas como a promoc¢ao do aleitamento materno exclusivo
até o 6° més e complementar até dois anos de idade, a garantia da suplementacdo perioddica e
regular das criangas de 6 a 59 meses de idade e de puérperas, com megadoses de vitamina A
distribuidas pelo Ministério da Satde e a promoc¢do da alimentagdo saudavel, assegurando
informagdes para incentivar o consumo de alimentos ricos em vitamina A pela populagdo
(Brasil, 2004).

As criangas entre 6 ¢ 11 meses de idade, que residem nas areas de risco, devem receber
doses de 100.000 UI uma vez a cada 6 meses e as criangas de 12 a 59 meses de idade devem
receber doses de 200.000 UI uma vez a cada 6 meses. As mulheres em idade fértil, no pos-
parto imediato, devem receber uma tnica dose de vitamina A na concentragao de 200.000 Ul,
imediatamente ap0s o parto, na maternidade ou hospital (Brasil, 2004).

Dados do Ministério da Saude revelam que, em 2006, foram fornecidas 633.558

megadoses de vitamina A (100.000 UI) a criangas entre 6 ¢ 11 meses em 1.972 municipios
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localizados em d4reas de risco, representando cerca de 75% da meta estipulada. J& o
fornecimento de megadoses de vitamina A (200.000 UI) a criangas entre 12 e 59 meses ficou
bem aquém da metas estabelecidas para a 1* dose (42,86%) e 2* dose (23,15%). O
quantitativo de megadoses aplicadas a puérperas, no pds-parto imediato, atingiu 66,32% da
meta estabelecida (CGPAN, 2007).

Atualmente, o Ministério da Satde estd em fase final de planejamento da Pesquisa
Nacional sobre Deficiéncias de Micronutrientes e, a partir dos resultados obtidos, pode
ocorrer a ampliagdo da cobertura da suplementagao de Vitamina A para outras regides do Pais
que sejam apontadas como areas de risco (CGPAN, 2007).

A fortificacdo de alimentos com vitamina A ¢ uma maneira sustentavel e eficaz de
aumentar a ingestao dessa vitamina pela populagdo, sendo recomendada, principalmente, para
localidades com elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina A (OMS, 1996). A pratica da
fortificagdo pode ser utilizada para toda a populagdo ou direcionada a grupos populacionais
especificos, uma vez que ndo modifica os habitos alimentares e exige uma participacao
minima do consumidor (Zancul, 2004).

O sucesso da fortificagdo depende de intimeros fatores, tais como: mapeamento
adequado da prevaléncia de deficiéncia de vitamina A, sele¢@o correta do tipo de composto a
ser utilizado e do alimento usado como veiculo, capacidade e capacita¢do industrial, controle
de qualidade, viabilidade econdmica, apoio legislativo e monitoramento adequado (OMS,
1996, Zancul, 2004).

O alimento selecionado deve ser tecnicamente fortificavel, interferindo o minimo
possivel na biodisponibilidade do composto utilizado. O alimento deve ter, também, um preco
acessivel e ser consumido em quantidades adequadas pela populagdo em risco. A quantidade
e o tipo de composto a ser utilizado devem ser cuidadosamente escolhidos, a fim de garantir
sua biodisponibilidade, evitar que as caracteristicas do alimento sejam alteradas de maneira
negativa e diminuir os riscos de toxicidade (OMS, 1996; Zancul, 2004; IVACG, 2004).

Atualmente, mais de 25 paises possuem politicas de fortificacdo de vitamina A e muitos
outros praticam a fortificacdo voluntaria (Nestel e Nalubola, 2003b). Os alimentos geralmente
fortificados sd@o o agucar, o glutamato monossédico e a margarina (WHO, 1996). A
fortificacdo dos alimentos, por exemplo, tem sido utilizada com sucesso em areas onde a
vitamina A ¢ escassa, como no caso da fortificacdo do agucar, na Guatemala (Mejia &
Arroyave, 1982) e do glutamato de sodio, na Indonésia (Mubhilal ez al., 1988).

Outros alimentos, no entanto, também podem ser fortificados com sucesso. Solon et al.

(2000) demonstraram que o consumo de 60 g de um produto contendo farinha de trigo,
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fortificada com vitamina A, cinco dias da semana, durante 30 semanas, resultou na
diminuicdo significativa da porcentagem de criancas com reservas inadequadas de vitamina
A, quando comparado com o grupo controle.

No entanto, a implantacdo e a sustentabilidade da fortificagdo de alimentos tem sido
precaria em paises onde a industria processadora de alimentos ¢ pouco desenvolvida, locais
estes onde, normalmente, as populagdes mais vulneraveis estao localizadas (WHO, 1996).

O Brasil ndo possui um programa compulsorio de fortificagdo de vitamina A como
existe para o iodo, o ferro e o 4cido folico. Com a publicagdo da Lei n°. 1.974, de 14 de
agosto de 1953, a fortificagdo do sal para consumo humano, com iodo, tornou-se obrigatdria
nas areas bocigenas, na propor¢do de 10 ppm. Posteriormente, a Lei n°. 6.150, de 3 de
dezembro de 1974, estendeu a obrigatoriedade da iodagdo do sal para consumo humano a
todo territorio nacional. Desde entdo, adequacdes véem sendo realizadas a legislagdo para
atender melhor a populagdo na prevencdo dos disturbios causados pela deficiéncia de iodo.
Em 1999, os teores de iodagdo do sal foram alterados para as faixas de 40 a 100 ppm (Brasil,
1999) e, em 2003, a faixa de iodagdo foi ajustada entre 20 e 60 ppm (Brasil, 2003).

A obrigatoriedade da fortificagdo das farinhas de trigo e de milho, com ferro e 4cido
folico, com o objetivo reduzir os niveis de anemia ferropriva e o risco de patologias do tubo
neural e da mielomeningocele, foi estabelecida com a publicacdo, pela Anvisa, da Resolugdo
RDC n°. 344, de 13 de dezembro de 2002. A norma determina que cada 100 g de farinha de
trigo e de farinha de milho devem fornecer, no minimo, 4,2 mg de ferro e 150 pg acido folico.
As empresas receberam um prazo de 18 meses para adequarem seus produtos, sendo que as
farinhas de biji ou farinhas de milho obtidas por macera¢do, o flocdo, a farinha de trigo
integral e a farinha de trigo durum foram excluidas da obrigatoriedade da fortificacdo devido
a limitacdes de processamento tecnologico (Brasil, 2002a).

A adi¢do voluntiria de vitaminas e ou de minerais aos alimentos encontra-se
regulamentada pela Anvisa, por meio da Portaria n°. 31, de 13 de janeiro de 1998, que
aprovou o regulamento técnico referente a alimentos adicionados com nutrientes essenciais
(Brasil, 1998).

De acordo com a Portaria n°. 31/1998, considera-se alimento fortificado/enriquecido ou
simplesmente adicionado de nutrientes, todo alimento ao qual for adicionado um ou mais
nutrientes essenciais contidos naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo de reforcar o
seu valor nutritivo ou corrigir deficiéncias demonstradas em um ou mais nutrientes, na

alimentacdo da populacdo ou em grupos especificos da mesma.
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Os alimentos adicionados de nutrientes devem fornecer no minimo 7,5% e 15% da
ingestao diaria recomendada de referéncia (IDR) em 100 ml e 100 gramas do alimento pronto
para o consumo, respectivamente. Ja os alimentos fortificados/enriquecidos devem fornecer
no minimo 15% e 30% da IDR em 100 ml e 100 gramas do alimento pronto para o consumo,
respectivamente (Brasil, 1998).

A vitamina A poderd ser adicionada nas formas de vitamina A pré-formada ou de
carotendides pro-vitaminicos A e a adicdo ndo poderd alcancar niveis terapéuticos, ou seja,
nao deve ultrapassar 100% da IDR de referéncia em 100 ml ou 100 g do alimento pronto para
o consumo (Brasil, 1998). As IDR de referéncia sdo, atualmente, regulamentadas por meio da
Resolugcdo RDC n°. 269, de 22 de setembro de 2005, e o valor estabelecido para a vitamina A
¢ de 600 pg de retinol equivalente.

Atualmente, esses alimentos sdo dispensados de registro conforme estabelece o Anexo |
da Resolucdo RDC n°. 278, de 22 de setembro de 2005, que dispde sobre as categorias de
alimentos e embalagens dispensados e com obrigatoriedade de registro. A isen¢do de registro,
a voluntariedade da fortificacdo e as poucas exigéncias da Portaria n°. 31, de 13 de janeiro de
1998 faz com que a quantidade de alimentos adicionados de nutrientes essenciais e sua
contribuicdo para a ingestdo de micronutrientes, pela populagdo brasileira, sejam
desconhecidas.

Com o avango cientifico e tecnologico, a biofortificacdo de culturas alimentares de
subsisténcia, por técnicas de melhoramento convencional ou de engenharia genética, passou a
ser uma possibilidade viavel e interessante para o combate a deficiéncia de vitamina A e
outros micronutrientes (Stein et al., 2005). Projetos de biofortificacdo, por técnicas de
melhoramento convencional, em culturas de mandioca, milho e batata-doce estdo em
desenvolvimento, na tentativa de identificar variedades ricas em carotenodides pro-vitaminicos
A (HarvestPlus, 2006a; HarvestPlus, 2006b; HarvestPlus, 2006c¢).

A manipulagdo genética da biossintese de carotendides pro-vitaminicos A, em alimentos
de origem vegetal, ¢ outra maneira de se obter alimentos fortificados com vitamina A. A
produgdo do arroz dourado, que foi modificado geneticamente para produzir [3-caroteno ¢ um
bom exemplo. O arroz dourado fornece 1,6 lg de 3-caroteno por grama de arroz, ou seja, 300
gramas de arroz seriam suficientes para fornecer em torno de 10 a 20% das recomendagdes
diaria de vitamina A (Ye et al., 2000). No entanto, questdes como biodisponibilidade, perdas
durante o cozimento, estabilidade durante o armazenamento e aceitacdo por parte dos

consumidores e produtores devem, ainda, ser melhor investigadas (IVACG, 2004). Além
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disso, a manipulagdo com sucesso das vias de biossintese de carotendides enfrenta trés
problemas basicos: os precursores sdo consumidos a custa de outras vias ja existentes, pode
ocorrer interferéncia com a regulagdo bem balanceada das vias metabolicas; e o
armazenamento adequado do produto precisa ser assegurado, principalmente quando
compostos altamente lipofilicos, como os carotendides, sdo produzidos (Sandmann, 2001).

Outra agdo estratégia, considerada fundamental para a erradicagdo da deficiéncia de
vitamina A, € o incentivo a diversificagdo alimentar, que envolve uma série de intervengdes
de longo prazo destinadas a aumentar a identificagdo, producdo, disponibilidade, acesso,
consumo e biodisponibilidade de alimentos ricos em vitamina A pré-formada e de
carotendides pro-vitaminicos A (WHO, 1996; Ruel, 2001).

Acgdes destinadas a aumentar a producdo de alimentos ricos em vitamina A envolvem
programas agricolas, bem como politicas para aumentar a produgdo comercial de frutas e
hortalicas. O aumento da ingestdo de vitamina A, pela populagdo, requer agdes de incentivo
ao aleitamento materno, educa¢do nutricional, comunicac¢do, marketing social e programas de
modificagdo comportamental destinados a orientar as escolhas alimentares e a aumentar a
demanda por alimentos ricos em vitamina A, incluindo técnicas de conservagdo, como a
secagem e a producdo de concentrados de folhas, a fim de aumentar a disponibilidade de
frutas e de hortalicas sazonais (Ruel, 2001).

Estratégias para aumentar a biodisponibilidade de vitamina A incluem o incentivo a
técnicas de processamento que possam tornar a vitamina A mais disponivel e a combinagao
de alimentos que, quando consumidos juntos, aumentem a biodisponibilidade de vitamina A
(Ruel, 2001).

O aleitamento materno exclusivo ¢ recomendado durante os primeiros seis meses de
vida (WHO, 2001). Recém-nascidos apresentam reservas marginais de vitamina A e
dependem do leite materno para atingir suas necessidades de vitamina A. O leite materno ¢
uma fonte natural de vitamina A e o seu conteudo esta diretamente relacionado a ingestdo de
vitamina A pela mae (Nestel e Nalubola, 2003c¢).

O Brasil possui uma politica de referéncia internacional no incentivo ao aleitamento
materno que tem obtido progressos relevantes na tltima década (Brasil, 2000a). A Politica
Nacional de Alimentacdo e Nutrigdo reconhece a importancia do estimulo ao aleitamento
materno na promog¢ao de praticas alimentares e de estilos de vida saudaveis e como estratégia
para a preven¢do da desnutricdo energético-protéica, da anemia e da deficiéncia de vitamina

A, nos primeiros meses de vida (Brasil, 2000a). No entanto, apesar do aumento da
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prevaléncia de amamentagdo no Pais, os valores ainda estdo muito inferiores ao recomendado
pela OMS (Brasil, 2002b).

Apesar dos alimentos de origem animal serem excelentes fontes de vitamina A pré-
formada, com elevada biodisponibilidade, seu preco impossibilita 0 consumo por populagdes
pobres, principalmente aquelas que vivem em paises em desenvolvimento (WHO, 1995).
Assim, o consumo de frutas e hortalicas ricas em carotendides pro-vitaminicos A faz com que
o consumo desses alimentos seja importante fonte de vitamina A nos paises em
desenvolvimento. Estimativas apontam que na Africa e na Asia mais de 80% da vitamina A
da dieta ¢ proveniente dos carotendides pro-vitaminicos A de frutas e hortalicas, enquanto na
América do Sul esse valor seria de 60% (ACC/SCN, 1993).

Rodriguez-Amaya (1999b) ressalta que a América Latina, devido a sua localizagdo
privilegiada em uma regido de clima tropical que favorece o crescimento de hortaligas verde-
escuras, possui uma enorme variedade de vegetais nativos, semi-cultivados e pouco
explorados que provavelmente sdo fontes de carotendides pro-vitaminicos A.

No entanto, os dados limitados sobre a composi¢do quantitativa e qualitativa dos
carotendides nas hortali¢as, os poucos estudos sobre sua biodisponibilidade e a falta de
informacdo da populacdo acerca das fontes de carotenodides sdo fatores limitantes para um
melhor aproveitamento dessas fontes alimentares como uma alternativa contra a
hipovitaminose A. Olson (1999a) ressalta que o nosso conhecimento sobre a
biodisponibilidade dos carotenoides pro-vitaminicos A ¢ insuficiente, fragmentada e de dificil
interpretacdo. A biodisponibilidade absoluta de carotendides pro-vitaminicos A ¢ definida
como a massa de vitamina A formada pelo organismo apds a ingestdo de uma determinada
quantidade de carotendide pro-vitaminicos A (IVACG, 1999). No entanto, o fato de os
carotendides serem substancias organicas facilmente oxidaveis faz com que sua
biodisponibilidade absoluta seja dificil de quantificar (Olson, 1999a). Assim, a maioria dos
estudos utiliza a biodisponibilidade relativa que ¢ a resposta de um indicador a administracdo
de determinado carotendide pro-vitaminico A em relacdo a uma forma de referéncia que,
geralmente, ¢ o [B-caroteno dissolvido em 6leo (IVACG, 1999). Zaripheh ¢ Erdman (2002)
definem a biodisponibilidade de xantofilas como a propor¢do da quantidade de xantofila
ingerida que esta disponivel para suas agdes, por exemplo, presentes no plasma.

Mercadante e Rodriguez-Amaya (1990) demonstraram que algumas folhas nativas
brasileiras, tais como, mentruz, serralha, beldroega, caruru e taioba possuem um elevado teor
de carotenoides pro-vitaminicos A, principalmente de (-caroteno. Posteriormente, Graebner

et al. (2004) verificaram que a biodisponibilidade relativa das folhas de serralha, beldroega e
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taioba, em ratos, foram de 36%, 16% e 9%, respectivamente. Tang et al. (1999)
demonstraram que o consumo de 238 gramas de vegetais verdes e amarelos por criangas
chinesas, cinco vezes na semana, durante dez semanas, foi capaz de fornecer quantidades
adequadas de vitamina A e evitar sua deficiéncia em algumas épocas do ano, quando a
disponibilidade de alimentos ricos em vitamina A ¢ baixa.

A mandioca ¢ uma cultura perene nativa da América tropical, cujo consumo também se
difundiu na Africa Subsaariana e em partes da Asia. Essa planta ¢ capaz de crescer em solos
marginais, resistir a doencgas, a seca e a pragas, além de ser flexivel quanto a época de
colheita (HarvestPlus, 2006a). Por tudo isso, a mandioca ¢ uma cultura extraordinariamente
adaptavel e vigorosa, sendo a principal fonte de energia para mais de meio bilhdo de pessoas
em todo mundo, principalmente em paises tropicais (FAO, 2000; Chavez et al., 2000). Cinco
paises sdo responsaveis por mais de 70% da producdo de mandioca no mundo: Brasil,
Republica Democratica do Congo, Indonésia, Nigéria e Tailandia. Em 1999, a produgao
mundial de mandioca foi superior a 160 milhdes de toneladas (FAO, 2000).

Além da importancia da raiz como fonte energética, as folhas de mandioca,
consideradas um subproduto da colheita da raiz, possuem elevada concentragdo de [3-
caroteno, minerais e proteina (Penteado et al., 1986; Adewusi e Bradbury, 1993; FAO, 2000;
Chavez et al., 2000; Nassar et al., 2007).

Penteado et al. (1986), ao analisarem o teor de [B-caroteno da folha da mandioca da
regido Norte do Brasil, nos meses de dezembro e maio, encontraram valores de 151 pg/g e
108 Mg/g, respectivamente. Adewusi e Bradbury (1993) demonstraram que folhas de
diferentes idades e cultivares, apresentaram valores de [-caroteno entre 13 pg/g e 78 pg/g.
Recentemente, pesquisadores da Universidade de Brasilia encontraram valores entre 13,85
Mg/g a 24,12 pg/g, nas folhas das variedades analisadas (Nassar et al., 2007).

No Brasil, as folhas de mandioca fazem parte da culindria tradicional da regido Norte,
sendo utilizadas no preparo de um prato tipico conhecido como manicoba. Essa preparagdo
leva folhas de mandioca que sdo trituradas e cozidas juntamente com a carne seca, 0 mocoto e
o toucinho de boi (Brasil, 2002c). A folha de mandioca em pd também tem sido utilizada ha
algumas décadas no Pais, como um ingrediente da multimistura. A multimistura é um
suplemento alternativo, de baixo custo e de elevado teor de nutrientes, que além do pd da
folha de mandioca (5-10%), contém quantidades variadas de farelo de cereais, de sementes

secas e trituradas e de casca de ovos em p6 (Madruga e Camara, 2000; Siqueira et al., 2003).
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Em 2000, a Anvisa publicou a Resolu¢do RDC n°. 53, de 15 de junho, que aprovou o
regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade de mistura a base de farelo de
cereais. Foram estabelecidos os ingredientes obrigatorios e opcionais, os limites maximos
permitidos de acido cianidrico (4ppm) e acido fitico (0,1%) e os requisitos de rotulagem, tais
como: adverténcias de que o produto ndo poderia ser consumido como unica fonte de
alimento e de que ndo deveria ser utilizado na alimentacdo de criangas nos primeiros doze
meses de vida. O produto, também, ndo deveria ser indicado para o tratamento de deficiéncias
nutricionais.

Posteriormente, esta norma foi revogada pela Resolugdo RDC n°. 263, de 22 de
setembro de 2005, que aprovou o regulamento técnico para produtos de cereais, amidos,
farinhas e farelos. A nova norma nio estabeleceu os ingredientes obrigatdrios e opcionais € 0s
limites maximos de 4cido cianidrico e 4cido fitico. As tUnicas exigéncias existentes sdo
referentes aos requisitos de rotulagem, que vedam a indicacdo do produto para suprir
deficiéncias nutricionais e exigem que a seguinte adverténcia esteja presente no rétulo em
destaque e em negrito: “O Ministério da Satde adverte: ndo existem evidéncias cientificas de
que este produto previna, trate ou cure doengas”.

Recentemente, o Conselho Federal de Nutricdo (CFN) emitiu sua posi¢do final sobre o
uso da multimistura determinando que os nutricionistas ndo devem prescrever a multimistura
com base no disposto no Codigo de Etica, capitulo I, artigos 1°, 2° e 3° (CFN, 2007). Segundo
o Conselho, a utilizagdo do suplemento ndo tem respaldo cientifico, a presenga de fatores
anti-nutricionais, como glicosideos cianogénicos, dacidos fitico e tanico, interfere na
biodisponibilidade das vitaminas e minerais e a produ¢do do suplemento muitas vezes nao
atende aos requisitos microbiologicos e de contaminantes (CFN, 2007).

Apesar do posicionamento do Conselho, existem evidéncias cientificas que sustentam a
eficacia da multimistura no tratamento da desnutri¢do. Siqueira et al. (2003) demonstraram
que a suplementacdo da dieta de estudantes com 10 gramas de multimistura contribuiu
significativamente para a melhora da estatura das criancas, identificada por uma razdo
altura/idade significativamente superior ao grupo que ndo recebeu a suplementacao.

Quanto a presenca de fatores anti-nutricionais ¢ importante salientar que a mandioca
pertence ao grupo de plantas cianogénicas. A linamarina ¢ o principal glicosideo cianogénico
na mandioca e estd presente em todos os Orgdos da planta (White et al., 1994). A partir da
ruptura da estrutura celular, as enzimas presentes (linamarase) degradam estes compostos,
liberando o 4cido cianidrico (HCN), que € o principio toxico da mandioca e cuja ingestao ou

mesmo inalagdo pode causar efeitos adversos a saude (White et al., 1994).
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O Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) ndo foi
capaz de estabelecer um nivel maximo seguro para a ingestdo de glicosideos cianogénicos
devido a auséncia de informagdes epidemiologicas e toxicologicas. Entretanto, o Comité
concluiu que o nivel madximo de 10 ppm de cianeto permitido pelo Padrio do Codex
Alimentarius, para a farinha de mandioca, ndo estd associado com a toxicidade aguda (WHO,
1993).

Diversos processos como coc¢ao, desidratacdo e a maceragdo sdo capazes de reduzir os
teores de cianeto. A secagem e a combina¢do da maceracdo com a secagem reduzem o teor de
acido cianidrico nas folhas de mandioca em mais de 95% (Fasuyi, 2005). Ngudi et al. (2003)
demonstraram que a coc¢do também ¢ capaz de reduzir significativamente o teor de
cianogénicos totais nas folhas de mandioca.

Apesar do processamento da folha de mandioca tornar os carotendides mais susceptiveis
a oxidagdo e isomeragdo, ¢ provavel que contribua para o aumento da sua biodisponibilidade,
facilitando a liberagdo dos carotendides da matriz alimentar. Até o momento, somente dois
estudos avaliaram a biodisponibilidade do [3-caroteno da folha de mandioca, sendo que,
somente em um deles, a biodisponibilidade foi quantificada (Zakaria-Rungkat et al., 2000;
Ortega-Flores et al., 2003).

Zakaria-Rungkat et al. (2000) demonstraram que os teores de [3-caroteno das folhas de
mandioca fervidas (35,1 pg/g) ou fervidas e cozidas (26,1ug/g) apresentam uma reducao no
seu teor de [-caroteno em relacdo as folhas de mandioca frescas (42 Mg/g) de
aproximadamente 16,5 e 38%, respectivamente. No entanto, a biodisponibilidade do [3-
caroteno das folhas de mandioca fervidas e cozidas foi duas vezes superior a das folhas de
mandioca, somente fervidas. Ortega-Flores et al., (2003) ao analisarem o teor de 3-caroteno
no po da folha de mandioca encontraram um valor aproximado de 12,5 mg/100g.

Tendo em vista a grande produgdo de mandioca no Pais, sua importancia na alimentagao
da populacdo, principalmente nas areas mais carentes, ¢ o elevado teor de [3-caroteno de suas
folhas, existe a possibilidade de as folhas de mandioca processadas serem utilizadas como
uma fonte potencialmente biodisponivel de vitamina A. No entanto, ¢ importante que se
investigue a biodisponibilidade do [-caroteno da folha de mandioca, a fim de respaldar

futuras orienta¢des na utilizagdo dessa planta como fonte de vitamina A.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a biodisponibilidade relativa do 3-caroteno do p6 da folha de mandioca em ratos.

Objetivos especificos

Determinar o teor de [3-caroteno no pé da folha de mandioca.

Avaliar o ganho de peso e o consumo de ra¢ao dos ratos

Determinar o fator de acimulo de retinol hepatico nos ratos, ap6s o tratamento
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Material e Métodos

Obtencao do po da folha de mandioca

As folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) do Distrito Federal, Brasil, com seis
a oito meses de plantio, foram colhidas em agosto. As folhas foram lavadas com solucao de
hipoclorito de sodio a 0,5% e foram deixadas para secar a sombra, em temperatura ambiente

(28°C), por sete dias. O p6 foi obtido apos a maceragdo das folhas secas.

Extracio e Quantificacido do [3-caroteno no pé da folha de mandioca

Os carotenoides do p6 da folha de mandioca foram extraidos e saponificados de acordo
com a metodologia proposta por Mercadante et al. (1997) e, posteriormente, quantificados
por meio de cromatografia liquida de alta precisdo. As extracdes foram realizadas em
triplicatas, em ambiente protegido de luz.

Inicialmente, foram pesadas 100 mg do p6d da folha de mandioca, com auxilio de uma
balanca de precisdo. A amostra foi transferida para um cadinho, adicionada de acetona P.A.
gelada, macerada e filtrada a vacuo. A operagdo foi repetida trés vezes. Num funil de
separacao foram adicionados 50 mililitros de dgua destilada, 50 mililitros de éter de petroleo
P.A. e parte do extrato obtido. A amostra foi lavada com agua e apds ocorrer a separacgao, a
parte inferior (acetona + 4gua) foi descartada. A operagdo foi repetida até todo o extrato ter
sido utilizado.

Apos a extragdo dos carotenoides, foi realizada a saponificagdo para a hidrdlise dos
ésteres de xantofilas e de carotenos, bem como a remog¢do de outros lipideos e da clorofila, a
fim de facilitar a separacdo e a quantificagdo dos carotendides. O extrato em éter de petrdleo
obtido foi transferido para Erlenmeyer e adicionado de um mesmo volume de hidroxido de
sodio (KOH) 10% em metanol. A amostra foi armazenada a temperatura ambiente, em
ambiente protegido de luz, por 16 horas.

Ap6s a saponificagdo, a amostra foi transferida para um funil de separagdo, adicionada
de 4dgua destilada e, apos a separacdo, a parte de baixo foi descartada. A operagdo foi repetida
trés vezes. O extrato obtido foi entdo concentrado em um evaporador rotatorio a temperatura
de 35°C. O extrato concentrado foi seco sob nitrogénio e armazenado em frasco escuro, sob

refrigeragdo, a —70°C.
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Os carotendides extraidos foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando um cromatégrafo Shimadzu com coluna cromatografica Vydac Cig
polimérica 201TP54 250 x 4,6 mm, Sum. A temperatura interna do forno foi mantida em
22°C e a fase moével utilizada foi metanol (MeOH) 100% com fluxo de 1,5 ml/min. Tanto as
amostras quanto os padrdes foram injetados automaticamente.

O B-caroteno foi identificado por meio do tempo de retencdo a 450nm e da co-
cromatografia com padrdo. A concentracdo do [B-caroteno no pd da folha de mandioca foi
determinada com auxilio de uma curva padrao, construida a partir de diferentes concentragdes
de solugdes-padrao de [-caroteno sintético, utilizando-se um coeficiente de extingao de 2500.
Todos os reagentes utilizados foram de grau CLAE, adquiridos junto & Companhia Quimica

Sigma. O B-caroteno sintético foi adquirido junto a Fluka.

Delineamento experimental

O delineamento experimental do estudo foi baseado no método de deplecao e replecao
da vitamina A hepatica de ratos, de acordo com o proposto por Furusho et a. (2000) e
Zakaria-Rungkat et al. (2000) e modificado por Graebner et al. (2004).

Vinte e trés ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), recém desmamados (21 dias, peso
entre 40 e 50 gramas) foram fornecidos pelo Biotério da Universidade de Brasilia. Os animais
foram distribuidos em gaiolas individuais, com bandeja revestida de filo para a coleta das
sobras de dieta. As gaiolas foram mantidas no biotério do laboratorio de Biofisica com
temperatura controlada (22 * 2°C) e ciclo de luz:escuro de 12 horas. Os ratos receberam dieta
AIN-93G (Reeves et al., 1993) modificada (a vitamina A foi substituida por -caroteno) entre
16h00min e 08hOOmin, com livre acesso a agua. Apds cinco dias, quatro ratos foram
sacrificados para determinar o conteudo basal de retinol hepatico.

Os demais ratos foram submetidos a dieta AIN-93G deficiente em vitamina A por um
periodo de 30 dias para a deple¢do de suas reservas hepaticas de vitamina A (periodo de
deplecdo). Apds esse periodo, quatro ratos foram sacrificados para andlise do seu teor
hepético de vitamina A.

Os ratos restantes foram entdo separados em trés grupos (cinco ratos/grupo) e tratados
com dietas AIN-93-G modificadas, por um periodo de 30 dias (periodo de replecdo). O grupo
controle (GC) recebeu a dieta AIN-93G, contendo 4.000 UI de vitamina A na forma de [3-

caroteno dissolvido em o6leo de soja comercial (7.200 pg/kg). O grupo mandioca (GM)
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recebeu a dieta AIN-93G acrescida de 19,5 gramas de p6 da folha de mandioca por quilo de
dieta, o que correspondente a 4.000 Ul de vitamina A na forma de (-caroteno. O grupo
deficiente (GD) continuou recebendo a dieta AIN-93G deficiente em vitamina A.

Ap0s o periodo de replecdo, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
figados foram extraidos, lavados com solucdo salina 0,9%, pesados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —70°C, protegidos da luz para posterior
determinagdo dos conteudos de vitamina A hepatica. A quantidade de dieta ingerida e o
ganho de peso foram verificados didria e semanalmente, respectivamente. O protocolo

experimental foi aprovado pelo Comité de Cuidados Animais da Universidade de Brasilia.

Preparacio das dietas

A dieta administrada aos ratos foi a AIN-93G (Reeves, et al, 1993) preparada e
armazenada de acordo com as orientagdes. No preparo da dieta deficiente em vitamina A,
utilizada para a deplecdo da vitamina A hepatica, todos os nutrientes foram incluidos com
excecdo da vitamina A. Na formulacdo da dieta do grupo controle (GC), a quantidade de
vitamina A da dieta (4.000 Ul/kg) foi substituida pelo B-caroteno (7.200 pg/kg) dissolvido
em 6leo de soja comercial. J& no preparo da dieta com o pd da folha de mandioca (GM),
nenhuma vitamina A foi adicionada, sendo o 3-caroteno do po a unica fonte de vitamina A. A
quantidade de po da folha adicionada a dieta (19,5g/kg) foi estimada a partir dos valores de [3-
caroteno obtidos na analise e que continha 7.200 pg de [3-caroteno por quilo de dieta. Para a

conversao do [3-caroteno em vitamina A foi utilizado o fator de conversdo de 1,8.

Extracao e quantificacdo do retinol hepatico

A extra¢do da vitamina A hepatica foi realizada segundo a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz (1976). Uma amostra de 500 miligramas de figado foi pesada, homogeneizada e
transferida para um baldo de saponificagdo. A saponificagdo foi realizada com o objetivo de
hidrolisar os ésteres de retinil que sdo a principal forma de armazenamento da vitamina A no
figado.

Ao figado homogeneizado foram adicionados 10 ml de glicerina P.A., 50 ml de élcool
etilico P.A. e 10 ml de hidroxido de potassio (KOH) 30% em agua. Essa mistura foi aquecida

em refluxo por 40 minutos a temperatura de 40°C. A mistura foi transferida para um funil de
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separacdo, lavada quatro vezes com éter de petroleo P.A. em volumes decrescentes de 40 ml,
30 ml, 20 ml e 10 ml e, entdo, lavada com 4dgua destilada até que a fase aquosa ndo
apresentasse mais coloragdo rosea pela adicdo de gotas de fenolftaleina 1% em élcool para
neutralizar o KOH. O extrato foi entdo concentrado em evaporador rotatério, seco sob
nitrogénio e armazenado em frasco escuro sob refrigeragdo a —70°C.

As analises de retinol foram realizadas de acordo com Furusho et al. (2000) utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia, aparelho Shimadzu com coluna cromatografica
Shimadzu Cig 4,6 mmID x 25 ¢m, S5um. A temperatura interna do forno foi mantida em 25 °C
e a fase movel foi metanol (MeOH) 95% e 4agua (H,O) 5% com fluxo de 1,5 ml/mim. Tanto
as amostras quanto os padrdes foram injetados automaticamente.

O retinol foi identificado por meio do tempo de retencdo a 325 nm e da co-
cromatografia com padrdo. As concentragcdes da vitamina A hepatica foram calculadas com
auxilia de uma curva padrio de retinol sintético, construida a partir de diferentes
concentragdes de solugdes-padrao de retinol, utilizando um coeficiente de extingdo de 2704.
Todos os reagentes utilizados foram de grau CLAE adquiridos junto a Sigma. O [3-caroteno

sintético também foi adquirido junto a Sigma.

Determinacio da biodisponibilidade

A Dbiodisponibilidade do [-caroteno foi avaliada pelo Fator de Acimulo de Retinol
(RAF) durante o periodo de replecdo de acordo com Zakaria-Rungkat et al. (2000). O RAF
foi calculado dividindo-se a ingestdo de [3-caroteno pelo total de retinol acumulado no figado
(LRA). A biodisponibilidade relativa foi determinada dividindo-se o0 RAF do grupo controle,

que recebeu [3-caroteno sintético, pelo RAF do grupo mandioca e multiplicando por 100.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio-padrdo. Andlises de varidncia
(ANOVA) foram utilizadas para determinar diferencas entre os grupos. Andlises estatisticas
foram realizadas para o ganho de peso, ingestdo de [3-caroteno da dieta e biodisponibilidade

relativa. Diferencas associadas com p < 0,05 foram consideradas significativas.
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B-caroteno da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz) melhora o estado

nutricional de vitamina A em ratos

Egle Machado de Almeida Siqueira, Sandra Fernandes Arruda, Rodrigo Martins de Vargas,
Elizabeth Maria Tala de Souza.

Resumo

A biodisponibilidade do B-caroteno da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foi
avaliada em ratos Wistar, deficientes em vitamina A, que foram separados em trés grupos e
tratados com uma dieta AIN-93G modificada da seguinte forma: 7.200 pg de [B-caroteno
sintético (Controle); ou 19,5 gramas de p6 da folha de mandioca (Teste) por quilo de dieta,
em substituicdo as necessidades de vitamina A; ou sem nenhuma fonte de vitamina A
(Deficiente). O B-caroteno das folhas de mandioca promoveu um crescimento dos ratos ¢ do
peso dos tecidos similar ao [3-caroteno sintético. A biodisponibilidade relativa, estimada por
meio do Fator de Acumulo de Retinol (RAF), foi de 16,5 e 27,5 para os grupos controle e
teste, respectivamente. Isto significa que os grupos controle e teste deveriam ingerir 16,5 ug
ou 27,5 pg de B-caroteno na forma sintética ou na forma do p6 da folha de mandioca para
cada 1 pg de retinol hepatico armazenado, respectivamente. A biodisponibilidade do [3-
caroteno das folhas de mandioca foi menor do que a do B-caroteno sintético, provavelmente,
devido ao fato do [(-caroteno, na matriz das folhas, estar ligado a complexos protéicos ou
dentro de organelas, que diminuem sua absor¢do. Nossos resultados demonstram que, além da
recuperacao do retinol hepatico, o B-caroteno das folhas de mandioca foi capaz de manter o

crescimento dos ratos e evitar sintomas de deficiéncia de vitamina A.

Palavras-chaves: biodisponibilidade, B-caroteno, carotenoides, mandioca, hortalicas verde-

escuras, vitamina A.
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1. Introducio

A raiz da mandioca (Manihot esculenta Crantz), um alimento relativamente
desconhecido nos paises desenvolvidos, ¢ um importante tubérculo que fornece energia para
milhdes de pessoas nos paises tropicais, onde foi considerada a quarta maior fonte de calorias
de humanos, atras do arroz, da cana-de-agiicar ¢ do milho (FAO, 1995). As folhas da
mandioca sdo, também, amplamente consumidas em algumas regides da Africa, da Asia e da
América do Sul (Awoyinka 1995; Siqueira et al., 2003) como uma fonte de proteinas, de
minerais, de fibras, de vitaminas e de aminoacidos essenciais (Castellanos et al., 1994;
Madruga and Camera, 2000). Tanto a raiz quanto as folhas da mandioca contém glicosideos
cianogénicos; quando hidrolisados, durante o processo digestivo, produzem o 4cido cianidrico
que representa um risco sério de intoxica¢do, limitando o uso da mandioca (Rosling, 1994;
Kamalu, 1995). No entanto, técnicas de processamento adequadas da mandioca, tais como
maceracdo e coc¢do das preparagdoes de raizes ou das folhas (Bokanga, 1994), reduzem
significativamente os niveis de acido cianidrico a limites seguros para o consumo humano
(Ngudi et al., 2003). As folhas de mandioca contém altos teores de [3-caroteno, quando
comparadas a hortaligas como o espinafre e a couve, reconhecidas como importantes fontes
de precursores de vitamina A. Apesar das inumeras e indispensaveis fungdes que a vitamina
A desenvolve no organismo, sua deficiéncia ¢ um problema de saude publica mundial, e nos
paises em desenvolvimento a situacdo ¢ mais grave devido a coexisténcia de deficiéncias
energéticas. Nas regides Norte e Nordeste do Brasil, a folha de mandioca tem sido consumida
como pratos tipicos regionais e também como um suplemento alimentar na forma de pd
misturado com outros subprodutos (farelo de cereais, casca de ovos em p6 e semente de
abobora), conhecida como multimistura. A multimistura tem sido distribuida a populagdes de
baixa renda, desde 1985, por organizagdes ndo-governamentais (Velho and Velho 2002), com
o propdsito de combater a desnutricdo. A Unicef (2005) estima que pelo menos 15 milhdes de
brasileiros, cerca de 10% de toda a populacdo, consomem o pd da folha de mandioca na
multimistura, como um suplemento alimentar.

Apesar da rica composicdo de micronutrientes das folhas de mandioca (Madruga and
Camara, 2000), a biodisponibilidade desses nutrientes ¢ desconhecida. A menor
biodisponibilidade dos carotendides das hortaligas, em comparagdo as frutas ou formas
sintéticas, tem sido amplamente relatada (Castenmiller and West, 1998). Os carotendides

parecem serem absorvidos pelos enterocitos das células do intestino delgado, via difusdo
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passiva, para entdo serem incorporados nos quilomicrons. A liberacdo do [3-caroteno das
matrizes alimentares ¢ um passo inicial e importante no processo de absor¢do (Yeum and
Russel, 2002; Faulks and Southon, 2005). Portanto, qualquer processamento de alimento
como a maceracdo, empregada na producdo do pdé da folha de mandioca, pode aumentar a
biodisponibilidade dos carotenodides dessas folhas. O objetivo do estudo foi investigar os
potenciais beneficios dos carotenodides pro-vitaminicos A do p6 da folha de mandioca, por
meio da quantificagdo da efetividade do p6 da folha de mandioca em relagdo ao [3-caroteno
sintético, em recuperar as reservas hepaticas de vitamina A ap6s inducdo de deficiéncia de

vitamina A, em ratos.

2. Materiais e Métodos

2.1 P6 da Folha de Mandioca

As folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) do Distrito Federal, Brasil, com seis
a oito meses de plantio foram colhidas em agosto (inverno). As folhas foram lavadas com
solugdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a 0,5% e foram deixadas para secar a sombra, em
temperatura ambiente (28°C), por sete dias. O p6 foi obtido apds maceragdo das folhas secas.
O p6 foi misturado com a dieta padrio AIN-93G, em substituicdo aos requerimentos de

vitamina A (4.000 Ul/kg dieta).

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental do estudo foi baseado no método de deplecao e replecao
da vitamina A hepatica de ratos, de acordo com o proposto por Furusho et a. (2000) e
Zakaria-Rungkat et al. (2000) e modificado por Graebner et al. (2004). Resumidamente, vinte
e trés ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), recém desmamados (21 dias, pesando entre de
40 a 50 gramas) foram fornecidos pelo Biotério da Universidade de Brasilia e distribuidos em
gaiolas individuais com temperatura controlada de 22 + 2°C e ciclo de luz:escuro de 12 horas.
Os ratos receberam dieta AIN-93G (Reeves et al., 1993) modificada (os requerimentos de
vitamina A foram substituidos por B-caroteno) entre 16h00min e 08h00Omin, com livre acesso
a dgua. Apds cinco dias, quatro ratos foram sacrificados para determinar o contetdo basal de

retinol hepatico. Os outros ratos foram submetidos a dieta AIN-93G deficiente em vitamina A
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por um periodo de 30 dias, para a deplegdo de suas reservas hepaticas de vitamina A (periodo
de deplegdo). Ao final desse periodo, quatro ratos foram sacrificados para andlise do seu teor
hepatico de vitamina A. Os ratos restantes foram entdo separados em trés grupos (5
ratos/grupo) e tratados com dietas AIN-93-G modificadas, (por um periodo de 30 dias,
periodo de repleg@o), onde a fonte de vitamina A foi: 7.200 pg de B-caroteno sintético / kg de
dieta (grupo controle); 19,5 gramas de p6 da folha de mandioca por quilo de dieta, o que
correspondente a 7.200 pg de [-caroteno sintético / kg de dieta (grupo teste); ou nenhuma
fonte de vitamina A (grupo deficientes). A quantidade de 7.200 pg de B-caroteno por kg de
dieta foi encontrado apos a conversdo de 4.000 Ul/ kg dieta (requerimentos de vitamina A de
roedores de acordo com Reeves et al., 1993) em pg de [-caroteno, usando o fator de 1,8.
Ap6s o periodo de replegdo, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical e o figado
foi extraido, lavado com solugdo salina 0,9%, limpos com toalhas de papel para remover o
excesso de sangue e solucdo salina e foram pesados. Os figados foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido N, e armazenados a —70°C, até as analises. A quantidade de
dieta ingerida e o ganho de peso foram monitorados didria e semanalmente, respectivamente.
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Cuidados Animais da Universidade de

Brasilia, DF.

2.3 Analise das folhas de [3-caroteno

Os carotenoides do p6 da folha de mandioca foram extraidos e saponificados de acordo
com Mercadante et al. (1997), sob atmosfera N, e separados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) usando colunas C18 Vydac poliméricas, com metanol como a fase movel a
um fluxo de 1,5 ml / min. O (-caroteno foi identificado por meio do seu tempo de retengdo a
450 nm, usando o B-caroteno sintético como padrdo externo, ¢ seu espectro foi obtido com
um detector de arranjos de diiodo. A concentragdo do 3-caroteno no péd da folha de mandioca
foi determinada usando uma curva padrio obtida para o [-caroteno sintético, com a
concentragdo calculada pelo coeficiente de extingdo a 450 nm = 2.500. Todos os reagentes
utilizados foram de grau CLAE adquiridos junto a Companhia Quimica Sigma. O [3-caroteno

sintético (pureza > 97%) foi adquirido junto a Fluka.

2.4 Determinagdo de retinol hepatico
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Uma amostra de 0,5 g de figado foi homogeneizada e saponificada em 50 ml de etanol
contendo 10 ml de 5,3 mol/L hidréxido de potassio (Instituto Adolfo Lutz, 1976). A mistura
foi lavada em um funil de separacdo com éter de petroleo (4 vezes), lavada com agua e
filtrada sob sulfato de sddio, para remover a umidade residual. O extrato foi evaporado até
secar ¢ o residuo dissolvido com éter de petrdleo (2 ml). As andlises de retinol foram
realizadas de acordo com Furusho et al. (2000) utilizando as seguintes condi¢des no CLAE:
coluna Shim-park C;s 25 cm CLC-ODS, fase mével metanol/agua (95:5) com fluxo de 1,5
ml/mim. O retinol foi identificado a 325 nm. A concentracdo de retinol hepético foi
determinada usando a curva padrdo obtida com retinol sintético, com concentracdo calculada
pelo fator de extingdo de 2.704 a 325 nm. Todos os reagentes utilizados foram de grau CLAE

adquiridos junto a Sigma. O B-caroteno sintético foi adquirido, também, junto a Sigma

2.4.1 Determinacao da biodisponibilidade

A Dbiodisponibilidade do [-caroteno foi avaliada pelo Fator de Actimulo de Retinol
(RAF) durante o periodo de replecdo, de acordo com Zakaria-Rungkat et al. (2000). O RAF
foi calculado dividindo-se a ingestdo de [3-caroteno pelo total de retinol acumulado no figado
(LRA). A biodisponibilidade relativa foi determinada dividindo-se o0 RAF do grupo controle,

que recebeu [3-caroteno sintético, pelo RAF do grupo mandioca e multiplicando por 100.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio-padrdo. Andlises de varidncia
(ANOVA) foram utilizadas para determinar diferencas entre os grupos tratamentos. Andlises
estatisticas foram realizadas para o ganho de peso, ingestdo de [-caroteno da dieta e
biodisponibilidade relativa. Diferencas associadas com p < 0,05 foram consideradas

significativas.

3. Resultados

O principal carotenoide identificado no perfil cromatogréafico, a partir do extrato de

carotendides do p6 da folha de mandioca, foi o [B-caroteno. Foram encontrados, também,

menores porcentagens de outros carotenodides sem atividade pro-vitamina A, ndo identificados
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nesse estudo. O contetido de 37 mg de [3-caroteno por 100 gramas de p6 da folha de mandioca
foi calculado utilizando a curva padrio y = 5e+06X+348698, que mostrou um elevado
coeficiente de correlagdo, r* = 0,9953 (p< 0,0001 por correlagdo de Pearson).

Ao final do periodo de depleg¢@o a concentragao de retinol hepatico dos ratos diminuiu
significativamente de 22,8 * 3,4 para 0,69 + 0,42 pg de retinol por grama de figado (p <
0.0001). Este resultado confirma a eficiéncia do periodo de deple¢do. Durante o periodo de
replecdo, o grupo deficiente apresentou uma ingestdo de racdo inferior ao grupo controle (p =
0,004) e ao grupo teste (p = 0,036). Os ultimos dois grupos ndo demonstraram diferenca na
quantidade de ragdo ingerida, o que resultou em ingestdo similar de [-caroteno (Tabela 1).
Nao houve diferenca entre o ganho de peso médio dos ratos do grupo controle e mandioca; no
entanto, o grupo deficiente demonstrou um ganho de peso inferior aos outros dois (p = 0,001;
p = 0,013, respectivamente). Resultados similares foram observados quando foi comparado o
peso médio dos figados do grupo controle e teste, que ndo foram diferentes entre si; no
entanto, o grupo deficiente apresentou pesos médios menores em relagdo aos outros dois
grupos (p = 0,005 e p = 0,03, respectivamente). Esses resultados sugerem que a deficiéncia de
vitamina A prejudica o desenvolvimento dos ratos e que os carotendides do p6 da folha de

mandioca podem fornecer vitamina A suficiente para manter o crescimento dos ratos.

Tabela 1. Ganho de peso, ingestdo de dieta e de -caroteno durante o periodo de replecao,
Actmulo de Retinol Hepatico (LRA), Fator de Acumulo de Retinol (RAF) e peso dos figados
ao final do estudo.

*Dieta  Ganho depeso  Pesofizade  Ingestho de dieta  Ingestdio de f-caroteno *LRA ¥*RAF
n=3 (2) () (z) @ (ng) (ug) (I/LRA)
Deficients ~ 1083+174%  133+£19b  B1177+77,1h - <LD

Controle 1763+£198*  183+£252  10089+7492 2634535 5797+£13042 1354240
Mandioca  15574£259%  171£14  8521&£725% 68547 £5232 258242420 2754322

*Ratos previamente depletados em vitamina A foram alimentados da seguinte forma: dieta deficiente, AIN-93G
sem vitamina A, dieta controle, AIN-93G com 7.200 pg de 3-caroteno sintético e dieta com folha de mandioca,
AIN-93G com folhas de mandioca como fonte de vitamina A.

** RAF = Fator de Acamulo de Retinol, LRA = Acumulo de Retinol Hepatico

DL = limite de detecg¢do do método para determinagdo de retinol

Valores em colunas com letras sobrescritas diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05)

Apesar da similaridade entre o peso corporal e dos 6rgdos dos ratos dos grupos controle
e mandioca, o acimulo de retinol hepatico (LRA) variou significativamente entre esses
grupos. Em fato, o LRA encontrado para o grupo controle foi duas vezes maior do que o valor

encontrado para o grupo mandioca (p = 0,001).
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A Dbiodisponibilidade do [-caroteno sintético, expresso como o fator de acimulo de
retinol (RAF), foi significativamente maior que o [-caroteno das folhas de mandioca em pd
(Tabela 1). Em outras palavras, os valores encontrados na Tabela 1 significam que 13,5 pg de
[B-caroteno sintético produzem 1 mg de retinol hepatico, enquanto 27,5 pug de [B-caroteno das
folhas de mandioca em p6 produzem 1 mg de retinol hepatico, em ratos. Desta forma, quanto
menor o valor de RAF, maior a biodisponibilidade. Assim, a biodisponibilidade relativa do 3-
caroteno das folhas de mandioca foi 49,1% da biodisponibilidade do 3-caroteno sintético (p =

0,0002).

4. Discussao

Ratos tém sido utilizados exaustivamente para avaliar a eficiéncia da conversdo do 3-
caroteno em vitamina A pelo monitoramento das alteragdes hepaticas de vitamina A (Mittal,
1983; Biesalski and Weiser, 1993; Grolier et al., 1995; Furusho et al., 2000). Diferentemente
dos seres humanos, os ratos ndo absorvem [3-caroteno intacto a ndo ser que presente, em
niveis farmacoldgicos, na dieta (Grolier et al., 1995; Barua and Olson, 2000). Com doses
orais fisiologicas, o B-caroteno é completamente convertido em vitamina A pelos enterocitos
dos ratos, resultando em retindides, que sdo incorporados nos quilomicrons e secretados no
sistema linfitico para transporte até o sangue, onde eles sdo captados pelo figado e
armazenados (Yeum and Russel, 2002).

A mensuragdo direta das reservas hepaticas de vitamina A foi descrita como o método
padrdo-ouro para avaliar o estado nutricional de vitamina A (Tanumihardjo, 2004). Assim,
esse indicador tem sido amplamente utilizado para avaliar a efetividade dos alimentos, na
melhora do estado nutricional de vitamina A (Furusho et al., 2000; Zakaria-Rungkat et al.,
2000; Howe and Tanumihardjo, 2006). Outros métodos, como isoétopos radioativos e testes de
dose resposta, tém sido validados em comparacdo com as reservas hepdticas, tanto em
animais quanto em humanos (Tanumihardjo, 2004). Algumas consideragdes devem ser
realizadas quando a mensuracdo do retinol plasmatico ¢ utilizada para avaliar o alimento
como fonte de vitamina A, uma vez que as concentragdes séricas de retinol sdo
homeostaticamente controladas e ndo come¢am a diminuir até que as reservas de vitamina A
estejam depletadas, levando a erros de interpretacdo dos dados.

No presente trabalho, apesar da baixa biodisponibilidade esperada do [-caroteno das

folhas verde-escuras (Castenmiller and West, 1998; Graebner et al., 2004), o [3-caroteno do
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p6 da folha de mandioca aumentou as reservas hepdticas de retinol nos ratos deficientes em
vitamina A.

O conteudo de carotenodides dos vegetais ¢ influenciado por varios fatores, tais como: as
condi¢cdoes de cultivo, a variedade e¢ a idade (Penteado et al., 1986). O cozimento, a
maceracdo, a secagem e outros processos resultam na ruptura das matrizes alimentares e na
liberacdo dos carotendides da matriz alimentar. Esses processos, embora aumentem a
susceptibilidade dos carotenodides a oxidagdo, a degradacdo pela luz ou a hidrélise térmica,
contribuem para aumentar a biodisponibilidade (Sungpuag et al., 1999). No presente estudo,
foi encontrado um conteudo de 37 + 3,7 g de B-caroteno por 100 gramas de po da folha de
mandioca, que ¢ o maior valor descrito na literatura. Estudos sobre as hortalicas, consumidas
na regido Norte do Brasil, realizados por Penteado et al. (1986), revelaram que lotes de folhas
de mandioca coletadas em dezembro e maio apresentaram, em média, 15,1 ¢ 10,8 pg de -
caroteno por 100 g de folhas, respectivamente. Enquanto Adewusi e Bradbury (1993),
utilizando folhas de mandioca em diferentes estdgios de desenvolvimento e cultivares,
encontraram valores de 3 ¢ 7,8 mg de [3-caroteno por 100 gramas de folhas maduras frescas.
Neste estudo, os processos de secagem e maceragdo aos quais as folhas de mandioca foram
submetidas, durante a producdo do pd, foram provavelmente responsaveis pelo aumento do
contetdo de B-caroteno do po da folha de mandioca. Esses processos sdo muito convenientes.
Primeiramente porque aumentam a ingestdo de pro-vitamina A pelo p6 da folha de mandioca,
além da vantagem de melhorar a biodisponibilidade pela ruptura das matrizes das folhas de
mandioca e, finalmente, porque esses processos tém sido indicados como um método efetivo
para a reducdo do conteudo de acido cianidrico nas folhas de mandioca, que ¢ um fator anti-
nutricional (Aregheore and Agunblade, 1991; Eruvbetine ef al., 2003).

A mensuragdo da biodisponibilidade de carotenodides das folhas de mandioca ndo ¢ um
assunto trivial porque o uso desse vegetal ¢ restrito as nagdes mais pobres e a pessoas com
pouco acesso aos alimentos ou devido as dificuldades inerentes de analisar a eficiéncia da
bioconversdo. Na verdade, até o momento, existem somente duas publicacdes de estudos que
utilizaram ratos para avaliar a biodisponibilidade do [3-caroteno das folhas de mandioca,
sendo que somente em um deles, a biodisponibilidade foi quantificada (Zakaria-Rungkat et
al., 2000; Ortega-Flores et al., 2003). O p6 da folha de mandioca tem sido utilizada a mais de
20 anos no Brasil por ONGs que distribuem o p6 como um suplemento alimentar, em
programas nutricionais, para populacdes de baixa renda, com o proposito de combater a

desnutri¢do, principalmente entre criangas.
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Neste estudo, ao final do periodo de replec¢do, os ratos deficientes ficaram irritaveis;
desenvolveram infec¢des oculares, demonstraram um menor ganho de peso e as reservas de
retinol hepdtica cairam drasticamente (inferior ao limite de deteccdo do método). Antes do
periodo de replegdo, os ratos deficientes dos trés grupos ndo eram significativamente
diferentes, e a presente investigagdo demonstrou um efeito significativo da ingestdo das
folhas de mandioca no fornecimento de vitamina A, de forma a restaurar o crescimento dos
ratos e suprimir os sintomas de deficiéncia de vitamina A.

Os resultados, demonstrando que o peso corporal e dos 6rgdos dos ratos ndo foram
afetados pela fonte de vitamina A, sugerem que as dietas experimentais tém o mesmo valor
nutricional sem nenhum efeito adverso aparente do p6 da folha de mandioca. Embora o total
de retinol hepatico acumulado (LRA) dos ratos alimentos com folhas de mandioca tenha sido
menor do que o do grupo controle, provavelmente as concentracdes plasmaticas de retinol
foram iguais ao do grupo controle porque os sintomas de deficiéncia de vitamina A
demonstrados pelos ratos deficientes em vitamina A ndo foram observados nos ratos
alimentados com folhas de mandioca e, também, devido ao controle homeostatico existente
dos niveis séricos de vitamina A (Tanumihardjo, 2004).

Os grupos controle e teste apresentaram ingestdes similares de [3-caroteno, mas as
analises hepaticas mostraram, claramente, um menor acimulo de vitamina A no ultimo grupo.
Grolier et al. (1995) observaram que o contetido de vitamina A hepatica depende tanto do
veiculo de suplementagdo, quanto do estado nutricional de vitamina A dos ratos. Esses
autores verificaram que os niveis de retinol hepatico sdo significativamente aumentados
quando a suplementacdo ¢ realizada por emulsdo fina comparada a uma solugdo de 6leo ou
misturada a uma dieta. A emulsdo fina também foi mais efetiva no aumento da taxa de
crescimento dos ratos severamente deficientes em vitamina A, em relagdo aos ratos com
deficiéncia moderada de vitamina A. No presente estudo, as diferencas entre as fontes de [3-
caroteno sintético ou da matriz das folhas de mandioca misturadas as ragdes dos ratos, foram
refletidas na concentracdo de vitamina A hepatica. Micozzi et al. (1992) demonstraram,
também, um aumento de cinco vezes no [3-caroteno plasmatico em resposta a administragdo
de B-caroteno em capsulas versus a de uma preparagdo de cenouras em humanos.

Neste estudo, os grupos controle e mandioca receberam dietas com quantidades
similares de energia, nutrientes e gordura; assim, a menor biodisponibilidade do [3-caroteno
do pd da folha de mandioca pode ser devido a forma como o [-caroteno esta presente na

matriz das folhas de mandioca. Geralmente, o [3-caroteno é encontrado na matriz das folhas
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como pigmentos protéicos (Faulks and Southon, 2005) localizados nos cloroplastos, que
dificultam a liberagdo do [3-caroteno no trato gastrintestinal. As folhas de mandioca, secas e
trituradas, usadas no presente estudo, mostraram um valor médio de biodisponibilidade (RAF
= 27) entre os valores encontrados por Zakaria-Rungkat et al. (2000) para as folhas de
mandioca fervidas ¢ as folhas de mandioca fervidas e cozidas (RAF = 35,5 e RAF = 16,
respectivamente). Essas observagdes corroboram as afirmagdes de que a biodisponibilidade
depende, também, do processamento do alimento que pode aumentar a liberagdo do nutriente
no trato gastrintestinal.

Os enterdcitos da mucosa intestinal sdo o principal local de conversdo do -caroteno em
vitamina A. No entanto, em humanos e outros mamiferos, como cavalos e furdes, cerca de
15% do P-caroteno pode ser encontrado na forma intacta no sangue e em outros tecidos
tissues (van Vliet, 1996, Lee et al., 1999). Em contraste, ratos sao conversores extremamente
eficientes de [3-caroteno em vitamina A no enterocito (Ribaya-Mercado et al., 1989 e 1992).
Assim, devido ao fato dos ratos ndo absorverem carotenodides intactos, alguns autores nao
consideram esses animais os modelos mais apropriados para o estudo da biodisponibilidade
de carotenodides (Lee et al., 1999). No entanto, estudos comparativos de biodisponibilidade de
carotenodides usando ratos sdo muito Uteis para investigar os fatores dietéticos como a matriz
alimentar, um dos passos mais criticos na absor¢ao de carotendides, e que, provavelmente,
sdo similares em ratos € humanos. Além disso, a maior vantagem de se utilizar ratos ¢ o curto
periodo de tempo necessario para a deplecao e replecao das reservas de vitamina A hepaticas
(Lee et al., 1999).

Nos ultimos anos, residuos ou subprodutos agricolas tém sido valorizados pela sua
concentragdo elevada de nutrientes ou de componentes com potenciais nutracéuticos
(Jariwalla, 2001). Em muitos paises da Africa, tais como Congo, Zaire ¢ Nigéria, entre outros,
as folhas de mandioca sdo consumidas, como hortaligas, na dieta (Lutaladio, 1994; Awoyinka
et al., 1995). No Brasil, embora a folha de mandioca seja tradicionalmente utilizada em
alguns pratos regionais € como um suplemento alimentar para criangas desnutridas, desde
1980, raros sdo os estudos que investigam o potencial nutritivo das suas folhas (Siqueira et
al.,2003).

Concluimos, no estudo, que o B-caroteno das folhas de mandioca foram efetivos na
melhora do estado nutricional de vitamina A, em ratos deficientes. Foi capaz de restaurar o
crescimento, impedir os sintomas de deficiéncia de vitamina A e, também, de aumentar as

reservas hepaticas de retinol.
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Apesar do interesse crescente sobre os componentes antioxidantes dos vegetais, como
os carotendides, devido ao seu potencial papel benéfico na preven¢do de doengas cronicas,
(Collins et al., 1998; Sarada et al., 2002; Arruda et al., 2004a; Arruda et al., 2005b) o
presente protocolo teve o objetivo especial de estudar as folhas de mandioca como fonte de
vitamina A, porque acreditamos que ¢ necessario identificar fontes seguras, novas e de baixo
custo para melhorar a ingestdo de vitamina A pré-formada, como uma alternativa para
populagdes carentes, que ndo consomem outras fontes de vitamina A. No entanto, ¢é
necessario enfatizar que, em qualquer estudo experimental com animais, incluindo o presente,
as extrapolacdes dos resultados para o organismo humano devem ser vistas com cautela e

necessitam de confirmacao.
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Conclusoes Gerais

A eliminacdo da deficiéncia de vitamina A depende da combinagdo de uma série de
estratégias, de curto e longo prazo, que garantam o atendimento as necessidades dos grupos
de risco, nas areas mais carentes, ¢ o incentivo a diversificagdo alimentar como forma de
aumentar a ingestao de alimentos ricos em vitamina A, pela populacdo.

A identificagdo de espécies vegetais produzidas localmente, de baixo preco e elevada
disponibilidade durante todo ano, que contenham quantidades aprecidveis de carotenodides
pré-vitaminicos A, bem como o uso de técnicas simples de processamento desses alimentos, a
fim de aumentar sua biodisponibilidade sdo a¢des que merecem um maior incentivo por parte
da sociedade no combate a deficiéncia de vitamina A devido a sua sustentabilidade e
efetividade.

A mandioca ¢ uma cultura que atende a esses requisitos. O Brasil ¢ um dos principais
produtores mundiais dessa planta, que ¢ capaz de crescer em solos pobres, que possui uma
elevada resisténcia a doengas, a seca e a pragas e que apresenta flexibilidade quanto a época
de colheita. Sua raiz ¢ a principal fonte de energia para milhdes de pessoas e as suas folhas
sdo ricas em micronutrientes, apresentando uma quantidade elevada de 3-caroteno.

O presente estudo demonstrou que as folhas de mandioca submetidas a processamentos
simples de desidratacdo e trituragdo apresentam um elevado teor de [3-caroteno, que ¢
biodisponivel e capaz de recuperar o estado nutriconal de ratos deficientes em vitamina A.
Outros estudos demonstraram, também, que esses tipos de processamentos reduzem
significativamente as quantidades de acido cianidrico nas folhas de mandioca.

Apesar de o presente estudo ter demonstrado uma elevada biodisponiblidade do [
caroteno do p6 da folha de mandioca ¢ importante ressaltar que a extrapolagdo dos resultados
de estudos experimentais em animais para o organismo humano deve ser realizada com
cautela e necessitam de confirmagao.

Finalmente, ¢ importante enfatizar que a sele¢do de alimentos ¢ uma agdo muito
complexa e influenciada por muitos outros fatores, além do acesso aos alimentos e do
conhecimento de nutri¢do. A disponibilidade de alimentos ricos em vitamina A ndo assegura
uma adequagdo de vitamina A devido ao componente comportamental que determina a
escolha dos alimentos. Assim, ¢ imprescindivel que as a¢des educativas, que visam modificar
as praticas alimentares e a qualidade da dieta como estratégia de combate a caréncia de

vitamina A, na populacdo, levem esses fatos em consideracao.
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