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RESUMO GERAL

YAMADA, L. T.P. Composi¢dao quimica, conteudo de ferro solivel
em soja [Glycine max (L.) Merrill] e avaliagiio de sua eficiéncia
no controle de anemia ferropriva em ratos. Lavras: UFLA, 2001.
100p. (Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia de Alimentos).*

O grao de soja possui um dos maiores teores de proteina e de ferro entre
os alimentos de origem vegetal e, devido a esta sua grande quantidade de ferro, a
soja tem sido investigada quanto a sua capacidade de recuperagdo de individuos
anémicos. No passado a investigagdo se baseou somente na sua quantidade de
ferro total, ndo considerando as fragdes soliiveis deste mineral, que sdo mais
biodisponiveis. Este trabalho constituiu-se de duas etapas, na primeira etapa
foram realizadas analises quimicas e bioquimicas de quatro cultivares de soja
Glycine max (L) Merrill (JAC PL-1; IAC 22; IAC 8-2 e 1AC 15-2),
provenientes do Instituto Agronomico de Campinas (IAC), para a determinagio
do teor de ferro total e soluvel, além de analises do teor de taninos e de fibras,
substancias complexantes de ferro; com o objetivo de se selecionar uma cultivar
que tivesse uma maior concentragdo de ferro e uma menor concentragdo de
fatores complexantes deste mineral na soja. Numa segunda etapa testou-se a
cultivar selecionada quanto a sua capacidade de controlar a anemia ferropriva
em ratos wistar fémeas, através de analises quimicas (ferro total do figado e do
bago), bioquimicas (hemoglobina, hematocrito e ferro sérico) e histopatologicas
(figado e bago). Das cultivares de soja analisadas neste trabalho, a IAC PL-1 e a
IAC 8-2 mostraram ser as mais indicadas como fonte de ferro para utilizagio na
alimentagdo humana, visto que em termos de teores de ferro total seus conteiidos
foram dos mais altos, e apesar de a cultivar IAC 8-2 ter apresentado valores
maiores que a IAC PL-1, os teores de ferro solivel (mais biodisponivel) eram
iguais, sendo que a cultivar IAC PL-1 teve ainda os menores teores de fibras. As
quantidades de taninos (polifendis), presentes nestas cultivares foram baixas, €
provavelmente ndo sejam suficientes para provocar uma inibigdo significativa da
absorgdo de ferro. Na segunda etapa, os tratamentos se constituiram de cinco
diferentes dietas dadas aos ratos anémicos: dieta controle normal, com um
conteido de ferro ideal para os ratos (30 mg/kg); dieta controle deficiente
(4,23mg de Fe/kg de dieta); dieta ferritina, com ferro proveniente da ferritina de

* Comité Orientador: Dra. Maria de Fatima Piccolo Barcelos-UFLA
(Orientadora), Dra. Jacqueline lsaura Alvarez Leite (Co-orientadora)-UFMG,
M. Sc. Raimundo Vicente de Sousa — UFLA.



bago de cavalo (35,9 mg de Fe/kg de dieta); dieta soja, com ferro proveniente da
soja (27,36mg de Fe/kg) e dieta soja + ferritina, com 50% de ferro da soja e 50%
de ferro da ferritina (31,11 mg de Fe/kg). Todas as trés dietas experimentais com
diferentes tipos de fontes de ferro foram capazes de controlar a anemia dos ratos,
quando comparadas as dietas controle, recuperando seus niveis de hemoglobina,
hematocrito e ferro sérico, apesar de os estoques de ferro nas visceras ndo terem
se igualado estatisticamente ao dos animais controles normais. Tanto o bago
quanto o figado ndo sofreram alteragdes histoldgicas importantes.

TERMOS PARA INDEXACAO: Soja, ratos, anemia, biodisponibilidade de
ferro.
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GENERAL ABSTRACT

YAMADA, Leticia Tamie Paiva. Chemical composition, content of soluble
iron in soybean |Glycine Max (L.) Merrill] and evaluation of its
efficiency in the control of iron-deficient anemia in rats. Lavras: UFLA,
2001.100p. (Dissertation, Master in Food Science)*

Soybean grain possesses a one of the highest content of protein and iron
among the plant foods and, due to this great amount of iron, soybean has been
investigated as to its capacity of recovery of anemic individuals. In the past, the
investigation was based only upon its total iron amount, not taking into account
the soluble fractions of this mineral, which are more bioavailable. This work
consisted of two steps, in the first step were accomplished both chemical and
biochemical analyses of four soybean cultivars Glycine max (L) Merril ( IAC
PL-1; 1AC 22; IAC 8-2 and 1AC 15-2), coming from the Instituto Agrénomico
de Campinas (Campinas Agronomic Institute) for determining the total and
soluble iron content, in addition to the analyses of the content of tannins and
fiber, iron-complexing substances; with the objective of screening a cultivar
which presented an increased concentration of iron and poorer concentration of
complexing factors of this mineral in soybean. In a second step, screened the
cultivar was tested as to its capacity of controlling ferropriva anaemia in female
wistar rats, through the chemical (total liver and spleen iron), biochemical
(hemoglobin, hemathocrit and serum iron) and histopathologic (liver and spleen)
analyses. Out of the soybean cultivars analyzed in this work , IAC PL-1 and IAC
8-2 seem to be the most indicated as an iron source for use in the human feeding,
since in terms of total iron contents, its amounts were of the highest and in spite
of the cultivar IAC 8-2 having presented values greater than 1AC PL-1, the
soluble iron contents (more bioavailable) were equal, being that the cultivar IAC
PL-1 still presented the poorest contents of fiber. The amount of tannins
(polyphenols) present in these cultivars were low and probably they are not
enough to provoke a significant inhibition of iron uptake . In the second step, the
treatments consisted of five different diets given to the anaemic rats: normal
control diet, with an iron content ideal to the rats (30mg /kg); deficient control
diet (4.23 mg of Fe/kg of diet); ferritin diet, with iron from ferritin of horse’s

* Guidance Committee; Dra. Maria de Fatima Piccolo Barcelos -UFLA (Major
Professor), Dra Jacqueline Isaura Alvarez Leite - UFMG, M. Sc. Raimundo Vicente de
Sousa - UFLA.
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spleen (35.9mg of Fe/kg of diet); soybean diet, with iron from soybean (27.36
mg of Fe/kg) and soybean + ferritin diet with 50% of soybean iron and 50% of
ferritin iron (31.11 mg of Fe/kg). All the three experimental diets with different
sorts of sources of iron were capable of controlling the rats’ anemia when
compared with the control diets, recovering their levels of hemoglobin,
hematrocrit and serum iron, despite the stores of iron in the viscera not having
equaled statistically to that of the normal control animals . Both the spleen and
liver did not undergo important histological alterations.

. INDEX TERMS: Soybeans, bioavailability of iron, anaemia, rats.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A deficiéncia de ferro é muito comum em nosso meio, sendo
possivelmente responsavel por grande parte das anemias no Brasil. A
Organizagio Mundial de Saiide (OMS) considera a anemia ferropriva um dos
quatro grandes problemas de nutrigdo no globo, juntamente com as caréncias
protéico-calorica de vitamina A e de iodo. Dados do Instituto Nacional de
Alimentagdo e Nutrigio (INAN) mostram que, no Brasil, a prevaléncia de
anemia ferropriva é da ordem de 40%, afetando principalmente criangas,
adolescentes e mulheres gravidas (Brasil, 1986).

Todos os seres vivos, com exce¢do de algumas espécies de
Lactobacillus, necessitam de ferro. Embora este metal exista em grande
abundincia na crosta terrestre, ele nio € absorvido com facilidade pelos seres
vivos.Portanto, a dieta precisa ter quantidades maiores e mais biodisponiveis
desse micronutriente para alcangar a recomendagio minima.

Sabe-se que o ferro organico, dito heminico, ou heme, é melhor
absorvido do que o ferro inorganico. As principais fontes de ferro heme porém,
sdo os alimentos de origem animal, ou seja, os mais dispendiosos na
alimentagdio. O ferro, tanto em plantas quanto em animais, é armazenado
principalmente sob a forma de uma metaloproteina chamada ferritina, que € uma
grande molécula protéica, formada por uma capa esférica de proteina com um
centro de hidroxido de ferro. Estudos recentes tém avaliado a ferritina como
fonte dietética de ferro em plantas, principalmente por ser componente natural
em graos, como a soja (90% do total de ferro contido na semente de soja esta
ligado a ferritina) e por ser um ferro mais biodisponivel.



A preocupagio com a situagdo alimentar e nutricional de grande parcela
da sociedade brasileira, especialmente das comunidades de baixa renda, vem
motivando iniciativas de instituigGes publicas federais, estaduais e municipais
além de organizagGes nd3o governamentais que trabalham em saude, nutrigdo e
educagdo comunitaria, na busca de solugdes eficazes e de alcance popular. Sabe-
se que as dietas de grupos sociais de baixo poder socioecondmico, ou seja, os
grupos mais susceptiveis a anemia ferropriva, sdo ricas em alimentos de origem
vegetal. Consequentemente, contém fibras alimentares e compostos
antinutricionais, tais como o acido fitico, acido oxalico e taninos, que se
complexam ao ferro da dieta, bem como a outros nutrientes, tornando-o
insolivel e fazendo com que ndo seja absorvido. Isso agrava ainda mais a
solugdo do problema da anemia.

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja (Embrapa soja,
2000). Este grao possui uma grande concentragdo de proteinas de consideravel
valor biologico e, ainda, proporciona um elevado indice de absorgiio de ferro
quando comparado a outros vegetais. Estudos com ratos indicam que a ferritina
presente na soja pode se livrar dos fatores complexantes da dieta. A soja, com
maiores conteudos de ferritina, poderia diminuir o problema da deficiéncia de
ferro que atinge grande parte da populagio do pais e do mundo; visto tratar-se de
um alimento extremamente disponivel e de custo mais baixo, se comparado,
principalmente, aos produtos de origem animal e ou suplementos quimicos.

Diante das questSes apresentadas, o presente trabatho teve por objetivos
verificar a concentragdo de ferro solivel (porgio de ferro das sementes na qual
se encontra a ferritina) de quatro cultivares de soja provenientes do Instituto
Agrondémico de Campinas e o efeito da ingestio de dietas a base de soja,
acrescidas com ferritina na eliminagdo da anemia ferropriva em animais

experimentais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O problema da anemia ne Brasil e no mundo

A prevaléncia da anemia tem sido estudada no mundo inteiro nos iltimos
25 anos. Informagdes significativas de 31 paises da Africa, 25 da América
Latina, 23 da Asia, 16 da Europa e 4 da Oceania, assim como da América do
Norte, mostram que as criangas ¢ as mulheres aparecem como os grupos que sao
mais vulneraveis e, portanto, sio também os que tém sido mais estudados.
Segundo estes dados, a prevaléncia global de anemia € provavelmente em tomo
de 30%. Isto significa que em 1980, 1.300 milhdes de pessoas, de uma
populagio mundial estimada em 4.400 milhdes eram anémicas (OMS/FAO,
1991). Nos paises em, desenvolvimento essa porcentagem chega a 36% ou 1.200
milhdes de pessoas. Viteri (1998), citado por Sandstead (2000), apresenta dados
mais atuais, nos quais a cifra de pessoas afetadas pela deficiéncia de ferro no
mundo chega a mais de 2 bilhdes.

Existem evidéncias suficientes para sugerir que a caréncia de ferro, seja
a causa mais significativa de anemia nutricional no mundo (OMS/FAO, 1991).
Yip (1997) entre outros autores (Gibson, 1997; Beard, 2000; Lynch, 2000),
evidencia que a alta prevaléncia de deficiéncia de ferro no mundo inteiro se deve
a sua baixa e inadequada ingestio na dieta, necessaria para suprir as requisigdes
relativamente altas das criangas, gestantes e também das adolescentes,
principalmente na idade reprodutiva, quando a menarca e a possibilidade de
gravidez precoce se unem ao crescimento “espordo”, caracteristico dessa fase.
Muitos outros fatores aumentam a requisi¢do de ferro na dieta e provocam a
anemia. Entre eles podemos citar as perdas intestinais de sangue por parasitismo,
especialmente pelas ihfecc;ées por ancilostoma e Trichuris trichiura.



No Brasil, a anemia é considerada um problema de saude publica, por se
manifestar de forma endémica. A prevaléncia média no pais € de 40%, atingindo
principalmente gestantes, criangas e adolescentes (Brasil, 1986, citado por
Soglia, 1996). Em Minas Gerais, estudos realizados em areas de pobreza
constataram a ocorréncia de valores baixos de hemoglobina em 21,5% de
criangas em idade pré-escolar e em 17,5% de criangas em idade escolar (Araijo
et al, 1987). Estudos realizados em creches no municipio de Vigosa-MG
revelaram prevaléncia de anemia ferropriva em torno de 62,5% para meninos e
44% para meninas de 3 a 4 anos; 83,3% e 62,5% para a idade de 4 e 5 anos
respectivamente ¢ de 50% em criangas de 5 a 6 anos, independente de sexo
(Magalhdes e Silva, 1993). A anemia n3o ¢ somente um problema de paises em
desenvolvimento, nos EUA 7,8 milhGes de mulheres e 700.000 criangas
possuem deficiéncia de ferro, sendo que, deste total, 3,3 milhSes de mutheres e
240.000 criangas tém anemia por deficiéncia de ferro na dieta (Sandstead, 2000).

A deplegdo de ferro acarreta problemas sérios ao organismo,
principalmente nas fases de crescimento acelerado, como na infincia e
adolescéncia e durante a gravidez. Quando o estoque de ferro do organismo é
depletado, o corpo sofre conseqiéncias funcionais, tais como a ineficiéncia do
transporte de oxigénio e prejuizos no metabolismo oxidativo, no metabolismo
nuclear e na transcrigdo génica. As seqiielas clinicas para este pobre status de
ferro incluem a anemia em si, a diminuigdo da eficiéncia da fungdo imune ¢ a
diminuigdo da performance no trabalho (Beard, Dawson e Piiiero, 1996). A
imunocompeténcia reduzida é um possivel sinal de deficiéncia precoce de ferro,
notada particularmente por defeitos na imunidade mediada por células e na
atividade fagocitica dos neutrdfilos, que podem levar a uma propensio
aumentada para infecgdo (Kasdan, In.: Mahan e Escott-Stump, 1998).

A anemia durante a gravidez é um grave fator de risco, aumentando a

probabilidade de parto prematuro, de baixo peso ao nascimento e de ocorréncia



de anemia nos seis primeiros meses de vida, pois ndo armazenou adequadamente
o ferro durante a fase uterina. Esta ainda associada ao aumento da mortalidade
perinatal, tanto da me (se possuir niveis de hemoglobina proximos de 6 a 7g/dl)
quanto do bebé (Bothwell, 1979 citado por Lynch 2000; Scholl e Reilly, 2000,
Kanani e Poojara, 2000).

Resultados de pesquisas com animais experimentais ¢ humanos indicam
que as deficiéncias de ferro e zinco podem afetar também a cognigdo, pois
indicam que ambos, cujas deficiéncias podem ocorrer simultancamente, sio
componentes essenciais para o desenvolvimento do cérebro e do sistema nervoso
central (Pollit, 2000; Sandstead, 2000). O prejuizo da fingdo neurofisioldgica é
um dos efeitos adversos das deficiéncias severas de ferro e zinco. Foi observado
em animais experimentais anémicos que a concentragdo de ferro ndo-heme no
cérebro e o nimero de receptores de dopamina D2 encontravam-se diminuidos e,
com isso, o processo de aprendizagem também ficou reduzido (Youdim, Bem
Shachar e Tucker, citados por Sandstead, 2000).

Em humanos, a deficiéncia de ferro pode ser associada a prejuizos
neurofisiologicos em bebés, criangas pré-escolares, escolares, adolescentes e até
mesmo em adultos. Pollit (2000) sugere-nos que uma deficiéncia precoce de
ferro pode causar danos permanentes a cognigio, apesar de ndo haver pesquisas
realmente conclusivas a este respeito (Sandstead e Lofgren, 2000; Penland,
2000; Pollit, 2000).

Quando a anemia por deficiéncia de ferro se toma mais severa, 0s
defeitos se desenvolvem na estrutura ¢ fun¢do dos tecidos epiteliais,
especialmente da lingua, unhas, boca e estomago. As mudangas bucais incluem
atrofia das papilas linguais, queimadura, vermelhiddo e, em casos severos, uma
aparéncia completamente lisa, cericea e brilhante da lingua (glossite). A gastrite

ocorre freqiientemente e pode resultar em acloridria. A anemia nio tratada pode



resultar em alteragdes cardiovasculares e respiratorias que podem eventualmente
provocar uma insuficiéncia cardiaca.

Alguns sintomas comportamentais de deficiéncia de ferro parecem
responder 2 terapia antes que a anemia seja curada, sugerindo que elas podem
ser o resultado da deplegio tecidual de enzimas que contém ferro, em vez de um

nivel diminuido de hemoglobina (Kasdan, 1998, citado por Mahan ¢ Escott-
Stump, 1998).

2.2 O ferro

2.2.1 Oligoelemento e fungfio biolégica

Os minerais de que o organismo tem necessidades inferiores a 50
miligramas diarias sdo chamados habitualmente de oligoelementos e
compreendem: ferro, cobre, magnésio, zinco, iodo, flilor, cobalto, niquel e
outros menos conhecidos no sen papel nutricional.

O ferro &, dentre todos os oligoelementos, 0 mineral mais estudado e
descrito na histéria. E encontrado em todas as células dos seres vivos, tanto
vegetais como animais e esta distribuido por todos os alimentos. As principais
fontes s3o as cames e visceras, mas esta presente também em muitos alimentos
de origem vegetal como leguminosas e nozes, graos cereais, vagens e folhas
(Mahan e Escott-Stump, 1998; Ferreira, 1993).

No homem, o ferro é encontrado em inumeras proteinas como as
flavoproteinas, hemoproteinas, participando como um componente essencial
destas ou como cofator, principalmente em enzimas como os citocromos, que
atuam na cadeia respiratoria, fazendo a transferéncia de elétrons (Beard, Dawson
e Pifiero, 1996). As hemoproteinas mais importantes s3o: hemoglobina,
mioglobina, citocromos, peroxidases e catalases. A maior parte do ferro, cerca
de 65%, € integrante da hemoglobina, transportadora de oxigénio nos glébulos



vermelhos. Do restante, 4% estio na mioglobina, 1% sob a forma de diversos
compostos hémicos que promovem a oxidagdo celular, 0,1% combinado a
proteina transferrina no plasma sangiiineo e 15% a 30% armazenados,
principalmente no figado, sob a forma de ferritina (Guyton e Hall, 1997). O
organismo humano adulto contém cerca de 3 a Sg de ferro, on ainda, de 30 a 40
mg/kg de peso corporal, variando de acordo com a idade, o tipo de tecido
especifico e 6rgdos examinados. Outro tipo importante de proteina que contém
ferro é a lactoferrina, uma glicoproteina que estd presente em altas
concentragdes no leite matemo e é a principal fonte de ferro para lactentes,
auxiliando na preven¢io da anemia no periodo de amamentagio (British
Nutrition Foundation, 1995).

As fimgdes do ferro resultam de suas propriedades fisicas e quimicas,
principalmente de sua habilidade de participar das reagdes de oxidagdo e
redugdo, como é o caso das enzimas envolvidas no processo de respiragdo
celular (Mahan e Escott-Stump, 1998). Na hemoglobina, suas fungSes principais
sdo: atuar como vetor de oxigénio, formando com ele uma combinagio
facilmente dissociavel, permitindo que o oxigénio transportado seja cedido aos
tecidos na medida das suas necessidades; servir de catalisador da oxidagdo, nas
células e nas moléculas livres de hemina e como constituinte das diastases
oxidantes (catalase, peroxidase, citocromos), intervindo em numerosas reagdes
de oxidagdo, por meio das quais se libera energia dos constituintes alimentares
(Guyton e Hall, 1997). A atividade de muitas enzimas envolvidas nestas reages
bioquimicas diminui durante a deficiéncia de ferro nos tecidos (Beard, Dawson e
Piiiero, 1996).

O ferro também parece estar envolvido na fingdo imunolégica,
participando de mecanismos microbicidas mediados pelo oxigénio e peroxidacdo
de lipideos de membrana e da resposta imunitaria mediada por células. Estudos

relatam ainda que pessoas com sideropenia apresentam uma deficiéncia na



produgdo de linfécitos T, menos reagdes cutaneas positivas aos antigenos
comuns, diminuigio da mieloperoxidase dos granuldcitos e da atividade celular
dos linfocitos T “killer”(OMS / FAQ, 1991; British Nutrition Foundation, 1995).

2.2.2 Absorgio e metabolismo

Os mecanismos precisos pelos quais o ferro é absorvido ndo estdo
completamente esclarecidos; tanto os mecanismos bioquimicos especificos
quanto os de transporte e sua regulagdo. Porém, a maioria dos autores relata que
a maior parte da absorgdo do ferro ocorre no duodeno e parte superior do jejuno,
podendo o processo de absorgio de ferro ser dividido em trés estagios, (Figura
1), que sdo:

1 captagdo de ferro;

2 transporte intra-enterocito;

3 estoque e transferéncia extra-enterécito.

Durante a fase intestinal da digestio, quando ocorre a captagdio, o ferro
se liga a sitios especificos da membrana da mucosa (Figura 1, passos I e I), é
intemalizado € pode tanto ser retido pelas células da mucosa (enterdcitos)
quanto transportado 3 membrana basolateral, onde € ligado & transferrina (Tf) no
“pool” plasmatico (Figura 1, passos Il e V). O processo de absor¢do de ferro é
controlado por fatores intraluminais, da mucosa e fatores somaticos. Os fatores
intraluminais que afetam a quantidade de ferro disponivel para absorgfo, tanto
inibindo-a ou promovendo-a, sdo inimeros como o pH intestinal, componentes
da dieta, entre outros. Os fatores da mucosa incluem a quantidade de superficie
de mucosa e a motilidade intestinal. Os fatores somaticos que influenciam a
absorgdo incluem a eritropoiese e hipdxia (British Nutrition Foundation, 1995;
Beard, Dawson e Piiiero, 1996).
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FIGURA 1 Possiveis vias de absorgiio de ferro no intestino humano. FeH = ferro heme,
Apo Tf = apotransferrina, Tf = transferrina, CO = monoxido de carbono.
Passos I a V= absorc¢do do ferro ndo-heme ¢ passos de A a C = absorgio de
ferro heme (Beard, Dawson e Pifiero, 1996).

1) Captagdo do ferro do intestino para as células

Em niveis fisiologicos, a captagdo do ferro é mediada por uma série de
receptores e proteinas carreadoras. Em niveis altos, o ferro parece ser absorvido
passivamente por uma via paracelular. Durante a fase intestinal da digestdo, o
ferro estd presente no limem, tanto como ferro heme (FeH) como quelatos de
ferro ndo heme (FeNH). O FeH é absorvido por vias diferentes daquelas para o
ferro idnico, pois ele ndo é tio afetado por fatores dietéticos. O grupamento

heme ou é levado diretamente, por difusdo, para o interior do enterocito ou pelo



receptor de membrana (Figura 1, passo A). Dentro da célula, o ferro é separado
do heme pela enzima heme-oxigenase (Figura 1, passo B), entrando entio para o
“pool” celular comum, processando-se de maneira analoga a0 FeNH (Figura 1
passo C). O receptor intestinal para o grupamento heme tem sido parcialmente
caracterizado na membrana da borda em escova, indicando que a molécula do
heme é absorvida intacta (British Nutrition Foundation, 1995; Beard, Dawson e
Pifiero, 1996; Mahan e Escott-Stump, 1998).

O FeNH, ao chegar no intestino, sofre a a¢gdo do meio alcalino e poderia
ser completamente oxidado a forma férrica, se ndo houvessem fatores luminais
que o mantivessem soliivel na luz intestinal. Moléculas ligantes de ferro (além
dos fatores dietéticos como acido ascorbico) estdo presentes no himem, mas
estas ndo sdo completamente descritas, sendo que muitas podem ser proteinas
produzidas pelo estdmago e figado. Originalmente achava-se que a proteina
carreadora para o FeNH fosse a Tf. O figado secretaria quantidades moderadas
de apotransferrina para a bile que, ao chegar ao duodeno, uniria-se ao ferro livre
e a alguns compostos ferrosos, formando entdo uma nova molécula denominada
Tf. Esta por sua vez, ligaria-se com receptores na membrana das células
epiteliais intestinais e, por meio de pinocitose, seria absorvida pelas células
epiteliais. Este ferro pode tanto ser armazenado na ferritina (Figura 1, passo IV)
quanto passar para a superficie basolateral do enterdcito e dai para a corrente
sangiiinea (Figura 1, passo V).

Esta teoria, porém, ainda nio foi comprovada, pois estudos repetitivos
tém falhado na identificagio dos receptores de transferrina na membrana da
borda em escova. Alguns resultados de estudos in vitro sugeriram que certos
lipideos de membrana poderiam também desenvolver um papel no transporte do
ferro para dentro da membrana intestinal e indicaram que poderia haver mais de
um caminho de transporte do Fe3+ (British Nutrition Foundation, 1995; Beard,
Dawson e Pifiero, 1996; Guyton e Hall,1997).
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A terceira via é a de captagdo para a lactoferrina (forma como o ferro
esta presente no leite materno). Existem nas células da mucosa intestinal
receptores especificos para a lactoferrina, os quais tém sido isolados nas
membranas da borda em escova. Mas, seu papel na absorgdo de ferro necessita
de diversos esclarecimentos (British Nutrition Foundation, 1995).

Outras propostas para a absorgio de ferro ndo heme, por meio da ligagio
com proteinas carreadoras, sfo descritas na literatura. Uma destas propostas € a
de que outra proteina, a mucina (um tipo de muco viscoso), se ligaria ao ferro
férrico, solubilizando-o, e tomando-o mais biodisponivel para o organismo. Esta
proteina também se liga ao zinco porém com menor afinidade. Experiéncias in
vitro demonstraram que quelatos de ferro de histidina, ascorbato e frutose doam
seu ferro para a mucina em pH neutro, o que pode ser verdadeiro em complexos
in vivo. Porém, quelatos mais estaveis de ferro que inibem sua absorgdo in vivo .
como 0s com o carbonato e oxalato, ndo parecem doar o ferro a mucina in vitro.
Pelo menos dois grupos de pesquisadores tém descrito ainda um outro tipo de
proteina carreadora de ferro: uma glicoproteina de 160 kDa presente nas
microvilosidades intestinais humanas, que podem ter um papel de facilitador do
transporte de ferro. Esta glicoproteina é composta de 3 mondmeros de 54 kDa
idénticos. Outras proteinas ligantes de ferro de 35, 95 e 120 kDa tém sido
isoladas de cultura de células epiteliais de ratos (Beard, Dawson e Pifiero, 1996).

2 Transporte intra-enterdcito

Apesar de o mecanismo de passagem do ferro pelo enterécito nio ser
muito claro ainda, o processo de liberagio do ferro na célula da mucosa
intestinal também parece ser realizado com a participagdo de uma proteina
ligante. Isto ocorre pois o ferro nfio pode existir de forma i6nica dentro da céhula,
portanto, depois de liberado pela proteina carreadora é imediatamente ligado a
uma proteina ja presente na célula (British Nutrition Foundation, 1995).
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Esta proteina celular parece ser um tipo de transferrina. Uma candidata
para este papel poderia ser a mobilferrina, uma proteina citosélica que foi
isolada da mucosa duodenal de ratos e humanos e que se pode se ligar ao ferro.
Ela é homéloga da calreticulina, uma proteina que pode também se ligar ao
calcio, cobre e zinco. Esta propriedade de se ligar a multiplos metais poderia
explicar a competigio e as interagdes mittuas que ocorrem na absorgio destes
metais.

Em um modelo de regulagio da absor¢do do ferro por “feedback”, uma
ingesta adequada de ferro aumenta a quantidade do mesmo que ¢ estocada no
enterocito. Nesta proposta, a ferritina seria a depositaria deste metal nas células
da mucosa intestinal. O ferro que nfo € transferido para o plasma ¢, entdo,
estocado nesta ferritina. Foi observado que, em individuos com deficiéncia de
ferro, os niveis duodenais de ferritina-mRNA encontravam-se baixos. Apos uma
superdosagem de ferro, estes niveis de ferritina-mRNA ficavam altos,
suportando a hipStese de que a ferritina desempenha um papel regulador sobre a
mucosa intestinal, no processo de absorgdo (Beard, Dawson e Piiiero, 1996).

3) Transferéncia extra-enterdcito e estoque

A presenga de receptores de transferrina na membrana basolateral das
células intestinais € o seu demonstrado aumento durante a deficiéncia de ferro
sio fortes indicios do papel da transferrina na absor¢io de ferro. Os
conhecimentos sobre a transferéncia do ferro para a circulagdo sdo muito
limitados e quase nada se sabe a respeito de receptores intermediarios que estdo
envolvidos na fase anterior a ligagdo do ferro a transferrina.

Muito do ferro captado nas células da mucosa é transferido para o
sangue quase que imediatamente, mas, depois desta ripida fase de absorgdo, a
transferéncia continua em uma razio muito mais baixa durante 24 horas. Este

atraso na transferéncia pode ser devido a estocagem temporaria de ferro na
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célula como ferritina. Nem todo o ferro que entra na mucosa do trato
gastrointestinal ¢ transferido para o plasma. Isso pode ser devido as perdas por
espoliagio das células do epitélio intestinal com conseqiiente descarga de ferro
na forma de ferritina (British Nutrition Foundation, 1995).

A absorgdo de ferro correlaciona-se de forma inversamente proporcional
com o “status” de ferro individual. Muitos estudos tém demonstrado que a
deficiéncia de ferro ¢ o mais potente indutor somatico da absorgao de ferro. Em
condigdes normais, a taxa de absorgio em humanos adultos é de 5% a 15% do
ferro dos alimentos. Ja em condiges de deficiéncia de ferro, esta taxa pode
chegar a 50%. Os mecanismos para esta indugdo sdo em grande parte
desconhecidos. Com relagdo ao FeH, um fator que possivelmente contribua para
o aumento de sua absorgdo, ¢ a heme oxigenase intestinal que € ativada pela
deficiéncia somatica de ferro. Em um experimento com humanos, esta enzima
ndo foi influenciada pela administragio oral de hemoglobina, mas foi
influenciada pela deficiéncia de ferro. Sua distribuigdo no intestino era idéntica
as areas de absor¢do maxima de FeH (Beard, Dawson ¢ Pifiero, 1996; Mahan e
Escott-Stump, 1998).

Quando o organismo se toma saturado de ferro de modo que toda a
apoferritina das areas de estoque de ferro ja esteja combinada com o mesmo, a
velocidade de absorgio deste mineral, pelas células da borda em escova, diminui
consideravelmente (Guyton e Hall, 1997). A hemoglobina e a ferritina sérica
tém papéis aparentemente limitados na sinalizagdo para os enterocitos sobre a
necessidade de se absorver ferro. Tem sido sugerido que a presenga no plasma
do complexo de transferrina+ferro (Tf+Fe) permitiria ao enterdcito monitorar o
“status” de ferro corporal e regular sua absor¢io (receptores de Tf sdo
encontrados nos enterdcitos, somente na superficie basolateral). A exposi¢do da
célula da mucosa intestinal a baixas quantidades de Tf+Fe sinalizaria a2 mesma

sobre a necessidade de fazer entrar mais ferro para o corpo (Beard, Dawson e
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Pifiero, 1996). Quando toda a apoferritina do corpo se liga com o ferro, toma-se
dificil para a transferrina liberar ferro para os tecidos. Como conseqiiéncia, a
transferrina, que normalmente esta apenas um tergo saturada com o ferro, toma-
se completamente saturada e ndo aceita ferro suplementar das células mucosas.
Por outro lado, quando o organismo tem depdsitos excessivos de ferro, o figado
diminui a velocidade de formag3o de apotransferrina e, portanto, reduz a
concentra¢do desta molécula no plasma e na bile (Guyton e Hall, 1997).

Outro mecanismo de controle da absor¢do de ferro decorre de estados de
hipdxia e pela produgdio de eritrdcitos (eritropoiese). Qualquer condigdo que
cause a diminuicio da quantidade de oxigénio transportada para os tecidos
normalmente aumenta a velocidade de produgdo das hemacias. Assim, quando
uma pessoa se toma extremamente anémica em virtude de uma hemorragia ou
outra condigdo, a medula 6ssea comega imediatamente a produzir grandes
quantidades de hemdcias. O principal fator que estimula a produgdo de hemacias
¢ um hormédnio circulante chamado eritropoetina, uma glicoproteina. Na
auséncia de eritropoetina, a hipoxia tem pouco ou nenhum efeito sobre a
estimulagio da produgdo de hemicias. No outro extremo, quando grandes
quantidades de eritropoetina s3o produzidas e se ha ferro abundante e disponivel
e outros nutrientes necessarios, a velocidade de produgdo de hemacias aumenta
dez vezes ou mais em relagdo ao normal.

Ambas as situagdes aumentam a mobilizagao de ferro para a produgdo
de hemicias, tanto dos estoques corporais, quanto da Tf circulante no plasma.
Esta, por sua vez, acaba por liberar o ferro preso a sua molécula, deixando mais
apoferritina livre, sinalizando aos enterdcitos sobre a necessidade de aumento da
absorgao (Guyton e Hall, 1997).

Apos a absorgdo, este ferro captado nas vilosidades intestinais chega
enfim 3 membrana basolateral do enterdcito e é finalmente liberado para o

plasma sangiiineo. Ai combina-se com a apotransferrina para formar a
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transferrina (Tf), que é entdo transportada no plasma até os tecidos corporais,
onde liberara o ferro que podera ser estocado ou utilizado pelas células. A Tf
ndo somente é responsavel pela liberagdo do ferro da superficie basolateral dos
enterdcitos para os tecidos, mas também pela redistribuigio do ferro aos varios
compartimentos do corpo ¢ pela protegdo ao ferro durante a filtragdo glomerular
(Beard, Dawson e Piiiero, 1996).

Quando o ferro esta presente em grandes quantidades no sangue, ele é
armazenado. Cerca de 200 a 1.500 mg de ferro podem ser armazenados no
organismo, como ferritina e hemossiderina, duas proteinas especializadas na
estocagem deste mineral. Cerca de 30% deste ferro de reserva se encontram no
figado, 30% na medula 6ssea e o restante no bago e musculos. Quantidades
minimas de ferritina circulante, detectaveis pelo uso de técnicas de imunoensaio
sensitivas, estdo correlacionadas proximamente com os estoques de ferro do
organismo. A medida da ferritina sérica ¢ uma ferramenta inestimavel para a
avaliagdo do estado clinico do ferro (Mahan e Escott-Stump, 1998).

Quando hid uma ingestio alta de ferro pelo organismo, ou quando
transfusbes sangiiineas sio feitas com freqiiéncia e a ferritina acumula cerca de
4000 atomos de ferro por molécula, esta é degradada por proteases lisossomais a
forma de hemossiderina. Esta é uma proteina similar a ferritina, mas que contém
mais ferro e é muito insolivel (Beard, Dawson e Pifiero, 1996; Mahan e Escott-
Stump, 1998).

A vida média das hemacias é de 120 dias, depois dos quais elas sdo
destruidas. A destrui¢iio normal da hemoglobina das hemacias libera, por dia, 90
miligramas de ferro, que sdo reaproveitadas pelo organismo quase que
totalmente (Ferreira, 1993).
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2.2.3 Necessidades e recomendacdes

As necessidades de ferro podem ser determinadas em termos da
quantidade que se deve absorver para repor as perdas do organismo e que seja
suficiente para cobrir o aumento normal da necessidade durante o crescimento e
a gestagdo. A Tabela 1 apresenta essas necessidades de absorgdo de ferro.

Em homens adultos, a perda de ferro se deve principalmente a esfoliagdo
das células, sendo que cerca de dois tercos desta perda se produz no trato
gastrointestinal e o resto na pele. As perdas de ferro na urina € transpiragdo sdo
insignificantes. Tem-se calculado que estas perdas basais sejam de 0,9 mg/dia
(14 pg/kg de peso corporal/dia) em um homem de 65 kg de peso (Tabela 1).
Ainda que ndo se conheca com exatiddo o grau em que as perdas basais de ferro
diferem de uma pessoa para outra, o coeficiente de variag3o parece ser da ordem
de 15% entre individuos sdos normais. Alguns estudos tém demonstrado que
estas perdas aumentam em caso de sobrecarga de ferro e diminuem em casos de
anemia.

No caso das mulheres as cifras relativas sobre as perdas basais tém
derivado da extrapolagdo dos dados isotdpicos dos homens sobre a base de um
peso corporal de 55 kg (0,8 mg/dia). Nas mulheres em idade fértil, as perdas
menstruais se acrescentam as basais. Mas, ainda assim sdo muito dificeis de se
calcular, pela infinidade de diferengas destas perdas entre as mulheres, pois,
apesar de as perdas se situarem entre 25 e 30 ml de sangue por més, a freqiiéncia
com que cada uma fica menstruada € muito diferente. Quando se utiliza algum
meio contraceptivo, isso também influi de maneira notavel na perda de sangue
na menstruagdo: alguns contraceptivos orais reduzem o fluxo menstrual em
50%, enquanto que os dispositivos intrauterinos podem aumentar a hemorragia
até em 100%.

Durante a gestagdo, as mulheres gravidas necessitam cobrir, além das

suas necessidades, as necessidades do feto e da placenta. Aceita-se que as
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TABELA 1 - Necessidades de ferro absorvido por individuos, nas diferentes faixas etarias.

Necessidades para o Perdas Necessidade total
Grupo Idade Peso corporal crescimento Perdas basais menstruais Mediana Percentil 95  Percentil 95
(anos) médio Mediana Mediana® Mediana (mg/d) (mg/d)’ (ng/kg/d)
ka) (mg/d)’ (mg/d) (mg/d)
Criancas 0,25-1 8 0,56 © 0,21 - 0,77 0,96 120
1-2 11 0,24 0,25 - 0,49 0,61 56
2-6 16 0,22 0,34 . 0,56 0,70 4
6-12 29 0,38 0,56 - 0,94 L,17 40
Repazes 12-16 3 0,66 0,80 - 1,46 1,82 34
Mogas 12-16 51 0,36 0,79 0.47 1,62 2,02 40
Homens adultos 65 - 091 - 0,91 1,14 18
Mutheres adultas
Idade menstrual s - 0,77 0.48 1,28 2,38° 4
Pés-menopausa 55 - 0,77 - 0,77 0,96 18
Durante a lactagio LH] - 1,054 - 1,05 1,31 24

Notas: ' Nao incluem as quantidades necessérias para aumentar as reservas de ferro.

2 A perda basal se calcula sobre a base da superficie corporal, utilizando-se um valor de 0.91 mg/dia para um varfo adulto de 65 kg de peso com uma superficie
corporal de 1.73m’.

3Se supde um coeficiente de variaglio de 15% para a necessidade total. No percentil 95, se estima como: a mediana + (1,65 x 0,15 x mediana).

* Este valor compreende uma perda basal de 0,77 mais as perdas no leite.

% Nas perdas menstruais, devido 2 sua distribuigiio sumamente irreguler, é o fator predominante para estimar o percentil 95 das perdastotais. O célculo se baseia nos
valores observados do percentil 95 no que se refere 4 perda menstrual e no valor mediano da perda basal, devido & baixissima probabilidade de que um mesmo
individuo tenha perdas basais como menstruais no percentil 95. Fonte: OMS / FAQ, 1991



necessidades de ferro do feto comegam no inicio do segundo trimestre e,
portanto, as da mie aumentam de 0,8 mg/dia durante o primeiro trimestre, para
6,3 mg/dia durante o terceiro trimestre. As necessidades do segundo e terceiro
trimestre n3o sdo supridas somente com o ferro dietético, ainda que este seja
altamente biodisponivel, a menos que se considere que antes da gravidez a
mulher tivesse reservas de ferro da ordem de 500 mg. Recomenda-se, portanto, a
administragdo de suplementos de ferro para o incremento previsto da massa de
hemoglobina da mie.

Apos o parto, a mie, apesar de ndo estar menstruando ou alimentando o
feto intra-uterinamente, continua com suas necessidades de ferro relativamente
aumentadas devido a secregdo diaria de 0,3 mg de ferro no leite matemo. As
necessidades médias de ferro para um periodo de lactagdo de 6 meses se calcula
como sendo de 1,1 mg/dia (Tabela 1).

Pesquisadores na atualidade tém dado uma atengdo especial as
necessidades de ferro das adolescentes, devido aos inumeros fatores que
potencializam a anemia nesta fase: como o crescimento acelerado, que se alia
aos modismos alimentares; a menarca; o inicio da fase reprodutiva e
conseqiiente risco de gravidez precoce. Muitos destes autores sugerem a criagao
de programas de combate a anemia na adolescéncia. Em algumas escolas do
Peru, um programa de suplementacdo de ferro para garotas adolescentes com
baixos niveis de ferro no organismo mostrou-se eficiente para a redugido da
anemia, e também na aceitabilidade do composto a base de sulfato ferroso
(Beard, 2000; Lynch, 2000; Kanani e Poojara, 2000; Zavaleta, Respicio e
Garcia, 2000).

Ja em lactentes e criangas, as necessidades de ferro por kg de peso
corporal chegam a ser muito maiores que nos adultos e mulheres em pos-

menopausa (Tabela 1).
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2.3 Biodisponibilidade de ferro

Muitas vezes, a concentragio de um nutriente no alimento ndo indica
necessariamente sen real valor nutritivo e este alimento ndo pode ser
considerado, portanto, fonte do nutriente em questdo. Foi devido a este fato, que
se desenvolveu o conceito da biodisponibilidade de nutrientes nos alimentos.

O termo disponibilidade biolégica ou biodisponibilidade pode ser
definido como “a proporgdo de um nutriente no alimento ingerido que esta
disponivel para a utilizagio em processos metabdlicos” (Miller, 1996). De uma
forma mais ampla, define-se como “a medida do uso em potencial de um
mineral, ou outro nutriente em geral ou droga, por um organismo; € €, portanto,
a proporgio de um nutriente do alimento que é absorvida e utilizada. Por
utilizagdo entende-se o processo de transporte, assimilagdo celular e conversdo
em forma(s) biologicamente ativa(s)” (Bianchi, Silva e Oliveira, 1992). Dessa
forma, o conceito de biodisponibilidade fica mais abrangente do que o de
absor¢do somente.

O termo biodisponibilidade, relacionado ao ferro, é a medida daquela
fragio do ferro alimentar capaz de ser absorvida pelo trato gastrointestinal e,
subseqiientemente armazenada e incorporada ao heme (Bianchi, Silva e Oliveira,
1992).

A deficiéncia, pelo menos para o ferro, quase sempre nio é somente
causada pela baixa ingestio deste mineral na dieta, mas também por uma série
de fatores que afetam a sua biodisponibilidade nos alimentos. Exemplo disso sdo
os muitos alimentos que sdo aparentemente boas fontes de ferro, mas sdo
limitados pela sua disponibilidade biolégica; que se da em fungdo de sua forma
quimica e da presen¢a de itens alimentares que promovam ou inibam sua
absorgdo. A biodisponibilidade do ferro é ainda influenciada por diversos fatores
(que também afetam a absorgio de minerais, como calcio, zinco, cobre e

magnésio), como as necessidades nutricionais individuais, a adequagio das
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secregdes intestinais, a integridade e bom funcionamento de todo o trato
gastrointestinal, os estados fisiologicos como o de crescimento e gravidez e
doengas nutricionais (Latunde-Dada e Neale, 1986; De Angelis, 1999). Dentre
estes fatores, os componentes alimentares sdo de particular interesse, pois
desempenham um papel (de facilitadores da absorgdo ou de inibidores) tanto no
processamento que este alimento sofrera antes de ser mgerido, quanto na
digestio. Quando muitas interagSes intraluminais acontecem, tais como a
adsorgdo de minerais para macronutrientes (como as proteinas) e a ligacdo de
minerais a fibras, fitatos, acido ascorbico, entre outros componentes dietéticos.

Para que a absorgdo seja 6tima, € necessario que os minerais e elementos
trago estejam presentes na parte intraluminal na forma solivel. A maionia dos
fatores dietéticos que apresentam influéncia na disponibilidade destes nutrientes
possui uma agdo direta ou indireta sobre a solubilidade dos mesmos. Na maioria
dos casos, isto envolve ions de metal, tais como calcio, magnésio, cobre, ferro e
zinco ja citados, que possuem a propriedade de se ligar, como cations, a varios
componentes presentes na dieta (Latunde-Dada e Neale, 1986; De Angelis,
1999).

A forma do ferro alimentar também pode afetar sua biodisponibilidade.
Baseando-se no mecanismo de absorgio existem duas formas de ferro: o heme
(FeH) e o nio-heme (FeNH). O ferro heme é ligado ao anel protoporfirina das
hemoproteinas. Ele é predominantemente encontrado em alimentos de origem
animal sob a forma de hemoglobina e mioglobina. O FeH ¢ solivel no meio
alcalino da luz intestinal, sendo facilmente absorvido, como um complexo de
ferro-porfirina intacto. E interessante o fato de que, embora existam
transportadores especificos para o ferro heme na mucosa dos ratos, estes ndo
absorvem tdo eficientemente o ferro heme quanto os humanos (Bianchi, Silva e
Oliveira, 1992; Beard, Dawson e Piiiero, 1996).
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A absorgdo do FeH ¢ alta: cerca de 15% no individuo normal e 35%
naqueles com baixa reserva de ferro. Dado que a absorgio de FeH ¢
relativamente independente da combinagdo com os alimentos e esta s6
ligeiramente influenciada pelo estado nutricional do individuo, sua contribuicdo
na dieta pode ser estimada medindo-se quimicamente seu conteado na dieta,
supondo uma absorgdo de 25% (OMS/FAO, 1991; Bianchi, Silva e Oliveira,
1992). Ja a absor¢io do FeNH ¢ muito menor que a do heme: cerca de 1% a 5%,
dependendo muito de fatores quimicos, como o estado de oxidagdo, a
solubilidade, o pH do meio e, ainda, dos componentes dietéticos.

Na agua, bem como nos alimentos, observam-se os estados de oxidagdo
do ferro: Fe?' (ferroso) e Fe** (férrico), que sdo os mais estéveis nestes meios. A
maior solubilidade dos sais ferrosos (Fe?') sobre os sais férricos (Fe ') ¢, em
parte, responsavel pela maior biodisponibilidade dos ions ferrosos no trato
gastrintestinal que os ions férricos (Bianchi, Silva e Oliveira, 1992).

No meio acido, os ions ferrosos e férricos ndo ocorrem em estado livre e
sio hidratados, respectivamente, para Fe(H;0)s * e Fe(H;0)s **. Com o
aumento do pH, as moléculas de agua doam protons para formar hidroxidos
insolaveis de ferro: 0 Fe(H;0)¢** forma Fe(OH); e o Fe(H;0)s** forma Fe(OH),.
No pH =1 do estdmago, o ferro ¢ soluvel e esta na forma hidratada. Quando o
pH aumenta, o ferro toma-se uwm hidroxido insolavel e, como a solubilidade ¢
pré-requisito para a sua captagdo pelo intestino, a insolubilidade do ferro é o
fator que, neste caso, dificulta sua absorgdo. lons férricos no meio alcalino
intestinal precipitam-se irreversivelmente e as macromoléculas resultantes de
hidréxido férrico sdo muito grandes para serem absorvidas (Bianchi, Silva e
Oliveira, 1992; Guyton e Hall, 1997) .

A biodisponibilidade do FeNH depende ainda do meio quimico gerado
no intestino pelos alimentos e a proporgio dos fatores dietéticos, que podem
inibir ou facilitar sua absor¢do (Bianchi, Silva e Oliveira, 1992).
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2.3.1 Promotores da absorgéo

A absorgdo de ferro, como ja visto, nio ocorre na boca ou no esdfago,
ou no estomago. Entretanto, o estdmago contribui com o acido cloridrico, que
n3o so ajuda a remover o ferro — que por ventura estiver ligado a uma proteina,
por meio da desnaturagdo — mas ajuda a solubiliza-lo, promovendo a redugdo
deste mineral do estado férrico (pouco soluvel) para o estado ferroso (mais
sohivel) (Beard, Dawson e Pifiero, 1996). Experiéncias feitas com ferro
radioativo em individuos carentes mostraram que a absorgdo do ferro ferroso
fez-se numa quantidade que chegava a ser quinze vezes superior a do ferro
férrico (Moore, citado por Ferreira, 1993). As secregGes gastricas contribuem,
ainda, com a producdo de uma substincia chamada fafor intrinseco que aumenta
a absorgdo do ferro ao se ligar ao mesmo (Mahan e Escott-Stump, 1998).

Os dois maiores promotores dietéticos da biodisponibilidade de ferro
conhecidos sdo o acido ascorbico e a came. O acido ascorbico, como um agente
redutor, mantém o ferro da dieta no estado ferroso, que ¢ mais soluvel. Essa
molécula de ferro-ascorbato quelato se mantém soliavel no pH alto do intestmo
delgado proximal. A absor¢do do ferro aumenta de 3,7% para 10,4% em
refeicGes com pdo, ovo e cha depois da adigdo de 40 a 50 mg de acido ascorbico
(Bianchi, Silva e Dutra de Oliveira, 1992). Pessoas com baixas reservas de ferro
e ingestdo diaria de acido ascorbico menor que 25mg e de came, aves, pescados
e mariscos menor que 30g, tiveram uma baixa biodisponibilidade de ferro, cerca
de 5%. No entanto, se mais de 75 mg de acido ascorbico ou mais de 90g de
came, ave ou peixe estdo presentes na dieta, a biodisponibilidade chegava em
tomo dos 20%.

Com relagdo as cames, elas ndo s3o importantes somente pelo
fomecimento do FeH, mas também porque aumentam de duas a quatro vezes a
absorgdo do FeNH. Quando menos que 10% das calorias da dieta de uma muther

adulta se constituem de proteina de origem animal, recomenda-se a ingestdo de
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28 mg/dia de ferro. Quando mais de 25% das calorias s3o fornecidas por
proteinas de origem animal, a ingestio recomendada diminui para 14 mg/dia.
Essa proteina animal se refere a tecidos animais, como o porco, cordeiro, aves,
peixes e bovinos, pois com proteinas dos ovos, leite € queijo ndo se observou
aumento na absorgio de ferro (Cook € Monsen, 1976). O mecanismo exato pelo
qual os tecidos animais facilitam a absor¢io do FeNH é ainda desconhecido,
mas tem sido proposto que aminoacidos livres na luz intestinal, como a histidina,
lisina e cisteina, aumentam a absorg3o da espécie férrica, por formarem quelatos
soliveis com o ferro (Bianchi, Silva e Oliveira, 1992).

Outros fatores que também contribuem para esta solubilizagdo do FeNH
sdo alguns agiicares (como a frutose) e os aminoacidos sulfurados, que formam
complexos com o mesmo, que permanecem soliuveis no pH da luz intestinal,
aumentando assim a absorgdo deste oligoelemento (Mahan e Escott-Stump,
1998). Outros acidos organicos que também promovem a absorgdo de ferro
incluem o citrico, malico, latico, succinico e tartarico (Latunde-Dada e Neale,
1986).

O FeH aparentemente é afetado positivamente somente por proteinas
animais, que facilitam a absorgdo e pelo calcio, que parece inibir a mesma. Esta
inibicdo provocada pelo cilcio ¢ ainda controvertida. Alguns pesquisadores
encontraram inibi¢io da absorgio de ferro quando grandes quantidades de calcio
eram ingeridas, enquanto outros ndo observaram esta inibigdo (Mahan e Escott-
Stump, 1998; Wauben e Atkinson, 1999).

2.3.2 Inibidores dietéticos da absorcio de ferro

Alguns componentes dos alimentos podem inibir ou diminuir a absorgio
do ferro por formarem precipitados, quelatos insoliveis ou macromoléculas de
baixa biodisponibilidade. Outros chegam a competir com os sitios de ligagdo das

células da mucosa intestinal para a absorgio; ou mesmo com as proteinas
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ligantes presentes na luz intestinal que o tomariam mais solivel (Clydesdale,
1983).

Entre os fatores intraluminais extrinsecos citados na literatura como
inibidores da absor¢io do ferro estio alguns dos componentes das fibras, o acido
oxalico, o acido fitico e outros polifendis. Porém, os relatos sobre o efeito exato
e o mecanismo de agdo destes fatores sdo ainda muito controvertidos.

Os polifenéis, incluindo os taninos e fitatos, dificultam a absorgdo do
ferro. O grupo funcional dos polifendis, um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxila, foi identificado até agora em cerca de 5.000 componentes
diferentes, em tecidos vegetais. Devido a essa imensa variedade estrutural, estes
diferentes compostos podem se ligar mais ou menos fortemente ao ferro no
limen intestinal e influenciar a absorgdo de ferro de diversos modos.

Os polifenéis alimentares podem ser divididos em trés grupos principais:
os acidos fendlicos, os flavonoides e os produtos da complicada polimerizagio
dos flavonéides sozinhos ou da combinagio dos flavonéides e acidos fendlicos.
Em um experimento realizado com diversas bebidas com alto conteudo de
polifendis (como cacau, café, cha preto, cha de menta, cha de camomila e de flor
de lima) demonstrou-se que estes sio potentes inibidores da absorgio de ferro,
em humanos. Comparado a um centrole feito com agua, bebidas contendo 20 a
50 mg de polifendis reduziram a absorgdo de ferro de uma refeigio a base de
pies em 50 a 70%. Quando este conteiiddo aumentava para 100 a 400 mg de
polifendis totais, a absorgdo reduziu de 60 a 90%. A inibi¢io da absorgdo do
ferro foi em ordem decrescente: cha preto > cha de horteld > cacau >flor de lima
> camomila. Observaram ainda que a adigdo de leite ao café ou ao cha teve
(Hurrel, Reddy e Cook, 1998).

Os taninos, presentes no cha e no café sfo citados em diversos

experimentos como inibidores da absorgdo do ferro. Um dos mecanismos
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propostos para este efeito inibidor do tanino seria o fato de que o tanato presente
no chd formaria um complexo insolivel com o ferro, inviabilizando a sua
absorgio (Disler, Torrance, Sayers et al., 1975, citados por Latunde-Dada ¢
Neale, 1986). Outros experimentos demonstraram que o café, que contém uma
alta concentragio de taninos, reduziram cerca de 33% da absorgdo do ferro
contido na came de hambiirguer. J4 com uma xicara de cha preto, essa redugdo
foi de aproximadamente 64% (Morck, Lynch e Cook, 1983). Os taninos
presentes em feijdes (Phaseolus vulgaris e Phaseolus acutifolius) também sdo
citados como os maiores fatores inibidores da solubilidade do ferro (Benitez,
Grijalva e Valencia, 1994).

O 4cido oxalico era, a principio, descrito como potente blogueador da
biodisponibilidade do ferro, mas alguns estudos tém demonstrado um efeito
neutro € até positivo na absorgdo deste mineral tanto em ratos quanto em
humanos (Hallberg,1981 e Gordon e Chao, 1984; citados por Latunde-Dada e
Neale, 1986).

Com relagdo as fibras e seus componentes, os resultados sdo diversos.
Reinold, Garcia e Garzon (1981) mostraram que componentes da fibra do trigo e
do milho ligavam-se ao ferro in vitro. Entretanto, a adigio de farelo de trigo a
pées com a mesma quantidade de fitato ndo teve nenhum efeito sobre a absor¢do
do ferro em ratos (Latunde-Dada e Neale, 1986). Ja com o sorgo, Gillooly et al.
(1984) concluiram que a celulose, a pectina e a goma guar nio inibiram a
absorgdo do ferro e sugeriram que a hemicelulose e a lignina teriam um efeito
inibitorio na absorgdo do ferro e de outros minerais como o zinco.

O efeito inibitério do acido fitico é ainda muito contraditorio. Em 1976,
Morris e Ellis demonstraram que o fitato monoférrico complexado ao ferro
permanece soluvel e, portanto, biodisponivel. Este tipo de fitato corresponde a
cerca de 60% do ferro no trigo. Quando, porém, se associa a mais moléculas de

ferro, como o caso do fitato férrico (com 3 ou 4 moles de ferro/molécula), toma-
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se insolivel e, portanto, com baixa biodisponibilidade. Em outro estudo, os
mesmos autores descreveram que ha razdes para acreditar que os fitatos inibam a
absor¢do ja que ambos fitato diférrico e tetraférrico foram pobremente
biodisponiveis (Morris e Ellis, 1976) e estas sdo as formas encontradas em
varios vegetais como no gérmen de trigo e nas lentilhas (Gillooly et al., 1984).

Outras substancias que pedem diminuir a biodisponibilidade do ferro
incluem aditivos e quelantes sintéticos como o alginato de sédio em sorvetes,
marmelada e maionese, a tetraciclina, o EDTA (etileno diamina tetraacetato)
entre outros (Latunde-Dada e Neale, 1986).

A absor¢do de ferro também é afetada por interagdes com outros ions
metalicos ou minerais. Geralmente, grandes quantidades de cations divalentes na
dieta inibem a absor¢do de ferro, assim como a absorgdo de ions metais ou
minerais € afetada do mesmo modo pelo ferro. A competi¢do entre cations
similares na captagdo das células da mucosa intestinal tem sido descrita entre
cobre, zinco, manganés e cobalto, os mecanismos para esta interagdo nio sdo
ainda esclarecidos. No caso do ferro, pesquisadores afirmam que o calcio reduz
a sua absorgdo, como € o caso de Hallberg et al.(1991), que descreveu uma
acentuada redugdo da absor¢do do ferro de trigo na presenga de calcio contudo,
Turlund et al.(1990) ndo encontraram nenhum efeito do leite na absorgdo do
ferro de dietas basicas de cereais (citados pela British Nutrition Foundation,
1995). Wauben e Atkinson (1999) também nédo detectaram o comprometimento

do “status” de ferro, quando se ofereciam dietas com altas quantidades de calcio.

24 A soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma planta pertencente a familia das
leguminosas, importante fonte de alimento para homens e animais, com elevado
valor nutricional na forma de 6leo e proteina. Possui grande facilidade de cultivo
e farta aplicabilidade de seus produtos (Sediyama, 1989; Morais e Silva, 1996).
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Constitui atualmente um dos produtos agricolas de maior importincia na
economia brasileira, ocupando lugar de destaque na pauta de exportagdo do pais.
Hoje, o Brasil ¢ o segundo produtor mundial de soja, sendo responsavel pela
produgdo de mais de 30 milhdes de toneladas por safra (EMBRAPA SOJA,
2000).

2.4.1 A soja como alimento

A soja e seus derivados tém utilizag3o e aceitag3o diferentes nas diversas
regides. No oriente, é consumida de forma natural e ¢ muito apreciada; ja no
ocidente, é consumida principalmente na forma industrializada (Tabela 2) e
indiretamente na came de animais nutridos com ragio a base de soja. Apesar de
ndo ser muito bem aceita, a utilizagio de seus produtos tem aumentado, como é
o caso do uso do shoyu (motho para tempero) e do tofu (uma espécie de “ricota™
de soja), nos Estados Unidos (Morais e Silva, 1996).

A soja é freqgiientemente associada a outros alimentos para, dentre outros
fins, aumentar o valor nutricional de farinhas como a de trigo, mitho e mandioca
e substituir parcialmente fontes protéicas mais caras como as cames. Tem
indicagdo na alimentacio normal do homem bem nutrido e no tratamento da
desnutricdo. Seu valor em regiGes pobres é muito grande, podendo ser
empregada como alimento natural ou fortificando produtos, melhorando seu
valor nutritivo e suas propriedades funcionais (Candido e Campos, 1995; Morais
e Silva, 1996).

Apesar de tantas qualidades, apenas uma pequena porcentagem da soja é
utilizada na alimentacdo humana. Segundo Traina e Breene (1994), cerca de
95% da soja é utilizada na produgio de dleo e farelo (este Gltimo usado para
alimentagdo animal). O restante é utilizado na forma de farinha de soja

desengordurada, flocos, concentrados e isolados (Tabela 2).
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Tabela 2 Relagdo de alguns produtos contendo soja, encontrados no mercado.

Prodato I Denominagio do produto e fabricante
Novo milk (Olvebra S/A), Solein (Latic. Mococa),
“Leites” em pb Proteilac 40 (Sabrina Prod. Alimenticios) , Soja I (Zei Ind. &

Com. Prod. Alim.), Extrato de soja (Natucenter)
Vital (Inst. Tec. de Alimentos), Mamy (Agro-Nippo), Soyalac

“Leites” liquidos
(New Life).
Proteicon (New Life), Proteina vegetal (Natucenter),
Produtos protéicos Cremogema (Sanco Alimenticios), Composto para milk-shake
e para mingau (Toddy-Suconasa).
Hinomoto (Fukuhara- Honda), Sakura (Sakura Nakata), Shoyu
Molhos (Kinono Prod. Alimenticios), Soy sauce (Jimmi)
Tofu, carne vegetal (Superbom), hamburger (Findus), farinha e
Outros flocos de soja (Noval Produtos Alimenticios LTDA),

entre outros

Fonte: Morais e Silva (1996).

A Tabela 3 apresenta a composigdo quimica da soja e de alguns de seus
produtos. O grdo de soja apresenta valores em tomo de 35 a 40% de proteina,
variando de acordo com a cultivar e esta ¢ de boa qualidade, apresentando
apenas os aminoacidos sulfurados como limitantes (metionina e cisteina). Essa
qualidade fez com que se buscasse, na década de 1950, o desenvolvimento de
produtos protéicos de soja e foi, entdo, que surgiram a farinha de soja, o
concentrado protéico de soja e mais recentemente o isolado protéico de soja,
usados, a principio, por suas propriedades funcionais, e atualmente pelo seu
valor nutritivo (Slavin, 1991; Bressani, 1981; citados por Milagres, 1996).

Milagres (1996), testando formulados (extratos soliveis) a base de soja,
obteve resultados que indicavam que a qualidade protéica destes se assemelhava
a da caseina, tendo a vantagem de serem melhor tolerados por pacientes

desnutridos. No mesmo experimento, a administragio do extrato solivel de soja
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desengordurado (via enteral), conseguiu obter a recuperagdo nutricional de

pacientes com cancer no trato digestivo.

Tabela 3 Composigado quimica média da soja e de alguns dos seus produtos

Soja e produtos Proteina Gordura  Carboidrato Fibra Cinza
(%) (%) (%) (%) (%)
Gréo total 41,0 20,0 31,1 23 54
Farinha 50,0 1,0 39,5 3.5 6,0
Concentrado protéico 70,0 1,0 19,5 4,5 5,0
Isolado protéico 96,0 0,1 0,3 0,1 3.5

Fonte: Bressani (1981)

Além dessa proteina de boa qualidade, a soja fomece ainda grande
quantidade de dleo rico em acidos graxos polinsaturados @-6 (linoléico e
linolénico). Sabe-se que a ingestio de maiores doses de acidos graxos
insaturados em relagdo aos saturados (presentes em produtos de origem animal,
como as cames) pode diminuir os niveis de colesterol plasmatico. Isso produz
um efeito benéfico ao organismo, ja que a hipercolesterolemia € considerada um
dos fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose. Atualmente
estudos t€m sido desenvolvidos com algumas substincias presentes em
concentragoes importantes na soja — os estrogenos ndo esterodides naturais — que
parecem possuir efeitos positivos na prevengio e tratamento do cancer. Eles se
classificam em trés categorias: isoflavondides, lactonas e cumestanos. Sdo
compostos difendlicos com atividade fitoestrogénica e efeitos biologicos
importantes na preven¢io e desenvolvimento de varias patologias (Posada,
1998).

A biodisponibilidade ¢ o metabolismo das isoflavonas de soja, por
exemplo, foram estudados por Xu e colaboradores (1994), citados por Candido e
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Campos, (1995). Estas pesquisas demonstraram que a menor incidéncia de
cancer de mama e de sintomas adversos na menopausa em mulheres orientais
pode estar associada ao consumo de soja em sua dieta. Estes compostos possuem
uma atividade fitoestrogénica e, apesar de muito ainda ter de ser comprovado,
diversas investigagdes ddo sinal de que os sujeitos com amplo consumo de
produtos de origem vegetal, assim como de soja, tém menor incidéncia de cancer
de colon, prostata, mama, endométrio e cervix.

O consumo de isoflavondides se relaciona com a redugdo da
concentragio plasmitica de lipoproteinas de baixa e mwito baixa densidade
(LDL e VLDL), assim como com um efeito no aumento da concentragdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Posada, 1998). Caragay (1991),
relacionando as substincias mais pesquisadas e potencialmente envolvidas na
prevengdo do cincer e os alimentos que as contmham, citou os seguintes
componentes da soja como preventivos: acido fitico, flavondides, carotenéides,
cumarinas, triterpenos e acidos fendlicos. A American Association for Cancer
Research (1994) citada por Candido e Campos (1995), relata, mais
especificamente, que o acido fitico ou hexafosfato de inositol, encontrado
também na soja, ¢ um inibidor de carcinoma de mama. Apesar deste composto
ser considerado atualmente como um fator antinutricional (por se quelar a
minerais presentes na luz intestinal, tomado-se indisponivel para a absorgdo),
comega-se a discutir-se no meio de pesquisa se a retirada completa deste
componente da dieta seria realmente vantajosa.

Em termos de vitaminas, a soja € deficiente em muitas delas. Quando
verde, é boa fonte de riboflavina, niacina e acido ascorbico. Quando madura, é
fonte de vitaminas E, K, tiamina, riboflavina e acido folico, pobre em vitamina
A e ndo contém vitaminas D e B12. E rica em minerais como magnésio, fosforo,

ferro, cobre, zinco e potassio, porém, a utilizagdo desses minerais pode ser
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prejudicada devido a fatores antinutricionais como os taninos (Morais ¢ Silva,
1996; Panizzi e Mandarino, citados por Monteiro, 2000).

Smith e Circle (1978) observaram que a soja aumenta o requerimento
para vitamina B12, D2 e D3, cilcio, fosforo e zinco, por ser uma fonte pobre
destes nutrientes e também pela presenca de fatores complexantes destes
nutrientes como os taninos (citados acima) e o acido fitico. Mas, em vista das
qualidades da soja, principalmente seu alto teor de proteina de baixo custo para a
dieta se comparada & came, muito tem sido feito para tentar diminuir algumas
limitagdes deste grdo. E o caso do uso da proteina de soja na dieta de criangas,
enriquecida de aminoacidos sulfurados, que sdo seus aminoacidos limitantes
(Fomon, 1959, citado por Morais e Silva, 1996) e o enriquecimento com zinco,
selénio e magnésio, minerais muito afetados em sua biodisponibilidade na soja,
em dietas enterais (Milagres,1996).

Os fatores antinutricionais mais estudados na soja incluem os inibidores
de proteases, lectinas, oligossacarideos flatulentos, fitatos, goitrogenos, taninos,
fitoestrogenos e saponinas. Os inibidores de tripsina e quimotripsina (o de
Kunitz € o de Bowman-Birk) exercem seus efeitos antinutricionais por impedir a
agio das enzimas responsaveis pela digestdo protéica, impedindo a utilizagdo
deste nutriente, causando hipertrofia e hiperplasia pancreatica, resultando em
inibigdo do crescimento. Ja as lectinas, por possuirem a habilidade de se ligar a
receptores glicoprotéicos de membrana das células epiteliais, acabam por
danificar estas células, interferindo na absorgdo de nutrientes.

Felizmente, estes antinutrientes sdo termolabeis, podendo ser destruidos
pelo calor (Liener, 1994; Viola, 1999). Douglas, Parsons ¢ Hymowitz (1999)
utilizando farelos de soja de linhagens sem lectina e linhagens sem o inibidor de
tripsina (Kunitz), tanto crus quanto processados térmicamente, no ganho de peso
e digestibilidade verdadeira de frangos,demonstraram que o valor nutricional da

soja crua sem lectina € superior ao da soja crua convencional, mas ¢ inferior ao
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da soja crua sem inibidor de Kunitz e ao da soja convencional tratada
térmicamente.

Monteiro (2000), utilizando uma soja modificada geneticamente para ser
isenta de inibidor de Kunitz, constatou que a digestibilidade da proteina desta
cultivar foi melhor que a da soja convencional, encontrando valores proximos ao
da caseina. Ja os outros fatores sdo considerados de menor significincia quanto
ao seu efeito antinutricional, apesar de serem relativamente estaveis ao calor
(Liener, 1994).

2.4.2 A biodisponibilidade de ferro na soja

Apesar de o ferro dos alimentos de origem animal ser melhor absorvido
do que o de alimentos de origem vegetal, sdo estes ultimos que contribuem com
90% da ingestdo dietética deste mineral nos paises desenvolvidos e com até
100% nos paises em desenvolvimento. Os alimentos de origem animal s3o caros
e ndo estdo acessiveis 8 maioria da populagdo, representando apenas de 5% a
10% do ferro total de uma refeigdo, principalmente em populagdes pobres
(Bianchi, Silva e Oliveira, 1992).

A soja apresenta, entre os produtos de origem vegetal, uma elevada
quantidade de ferro (9 a 13mg/100g). Layrisse et al. (1969), comparando a
absorgdo de ferro de varios alimentos vegetais em pessoas normais e deficientes,
observaram uma vanagio da absorgdo de 1% no arroz, 3% no milho e feijdo
preto, 4% no alface, 5% no trigo e de 6% na soja. Nos produtos de origem
animal, esta variagdo da absor¢do de ferro variou de 7% na ferritina purificada,
11% no peixe, 13% no figado, e 22% no musculo de vitela. Esta elevada
biodisponibilidade de ferro na soja, comparada aos outros vegetais, foi uma
surpresa para estes pesquisadores, pois os produtos de origem vegetal ndo sdo

considerados boas fontes de ferro.
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Hertrampf, citado por British nutrition fundation (1995), também
concluiu que formulados a base de soja, modificados para serem consumidos por
criangas (que por algum motivo ndo tivessem acesso ao aleitamento matemno ou
ndo se adaptassem ao leite de vaca), poderiam ser usados desde o nascimento.
Tem sido demonstrado que estes formulados sfio capazes de manter o “status”
adequado de ferro durante o primeiro ano de vida.

Em um experimento utilizando soja imatura e madura, marcadas com
¥Fe e oferecidas a ratos deficientes em ferro, os pesquisadores observaram uma
boa biodisponibilidade do ferro dos graos maduros, o que ndo aconteceu nos
graos imaturos (Welch e Van Campen, 1975).

Contudo existem resultados de outras pesquisas que contradizem estes
achados e afirmam que substancias presentes na soja, como o acido fitico, fibras
e alguns componentes da fragio protéica, sdo inibidores da absorgio de ferro
(Cook, Morck e Lynch, 1981). Fitch et al. (citados por Smith e Circle, 1978)
observaram redugio da absorgio gastrointestinal de ferro e anemia em macacos
alimentados com dietas contendo isolado protéico de soja. Em um estudo com
estudantes vegetarianos, foi feita uma avaliagiio da quantidade de ferro dietético
ingerido e das medidas hematoldgicas quando eram consumidos produtos de
soja como substitutos da came. Apesar da ingesta de ferro ter sido similar entre
os homens vegetarianos e ndo vegetarianos e da ingesta de ferro das mulheres
vegetarianas ter sido até maior que a das ndo vegetarianas, a concentragido média
de ferritina plasmatica dos vegetarianos (masculina = 47pg/L. e feminina = 12
pg/ L) era cerca da metade do nivel dos ndo vegetarianos (masculino = 91 pg/L.
e feminino = 27 pg/L). A ocorréncia de anemia e risco para deficiéncia de ferro
foi mais prevalente em vegetarianos (Shaw, Chin e Pan, 1995).

Muitos autores atribuem a baixa biodisponibilidade do ferro na soja ao
acido fitico contido no grio, que formaria complexos insoliveis com este

mineral, tomando-o assim indisponivel para o organismo (Hurrell et al,1992;
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Cook, Morck e Lynch, 1981). Mas, outro grupo de pesquisadores (Sandstead et
al., 1978) demonstrou que a adigio de farinha de trigo contendo 5g de fitato/kg
ou farinha de milho sem fitato na dieta nio afetou a absor¢do de ferro no
homem. J4 um estudo realizado durante seis meses com 52 familias nos EUA,
que receberam uma came acrescida de proteina de soja, mostrou que os niveis de
zinco e ferro durante todo o curso do experimento ndo revelaram nenhuma
diferenga significativa nestes niveis em comparagdo com um grupo controle
(Miles et al., 1987).

Com relagéio as fibras, Fairweather-Tait (1982) alimentando ratos com
dois tipos de paes (um que tinha como fonte de fibra somente aquela do farelo
de trigo e outro sem nenhuma fonte de fibra, sendo que ambos os tipos possuiam
quantidades similares de fitato), ndo percebeu nenhum efeito na retengio do
ferro da dieta pelos ratos. Outros autores descrevem que nem todos os
componentes das fibras inibiriam a absor¢gio de ferro, mas somente a
hemicelulose e a lignina, como ja exposto anteriormente (Gillooly et al., 1984).

O tipo de processamento a que a soja for submetida também podera
influir na biodisponibilidade de ferro, como pdode ser observado em um
experimento com ratos alimentados com isolado protéico de soja sem tratamento
térmico e com tratamento térmico. Quando os animais eram alimentados com as
dietas a base de soja tratada, a absor¢do do ferro foi maior do que para os
animais alimentados com soja sem o tratamento. Estes pesquisadores
observaram também que quando se introduzia lectina de soja em alguns
segmentos do intestino delgado proximal, ocorreu inibigdo da absor¢do de ferro
ferroso. Concluiram com isto que um dos fatores responsaveis por uma parcela
da inibigao da absorgio de ferro na soja poderiam ser as lectinas (Hisayasu et al.,
1992).

A inativagio das lectinas da soja por tratamento térmico se faz
paralelamente a inativagio do inibidor de tripsina, sendo que a atividade de
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hemaglutinagdo pode ser empregada para monitorar a eficiéncia do tratamento
térmico aplicado a soja. Varios autores citam temperaturas de 95°C/1 h, como
sendo suficientes para obter uma inibigio destes fatores antinutricionais (Liener,
1994; Liener, 1995; Monteiro, 2000). Talvez, justamente por este motivo a soja
com tratamento térmico teve uma biodisponibilidade de ferro maior que a ndo
tratada.

24.3 A ferritina

Todos os seres vivos utilizam o ferro, com pouquissimas excegoes.
Como o ferro possui efeito toxico na sua forma iénica, os organismos vivos
desenvolveram uma forma de armazenar este ferro de forma segura para os
tecidos, ligando-o a moléculas protéicas, entre elas a ferritina.

A ferritina é uma grande proteina, de 12,0 nm de diametro. E formada de
uma capa protéica em forma de concha oca (apoferritina), de 1,0 nm de
espessura, massa de 450.000 daltons, que contém neste espago interior oxigénio
e hidréxido de ferro [Fe(1IT).OH], sendo o ferro responsavel por 10% desse peso.
Até 4.500 atomos de ferro podem ser incluidos nesta estrutura globular junto
com quantidades vaniaveis de fosfato. A capa de proteina, composta de 24 sub-
unidades (de 20 Kd), esta em contato com o centro de hidroxido de ferro em
varios pontos da superficie intema, formando uma interface proteina-ferro
(Theil, 1987).

A ferritina ¢ encontrada em praticamente todas as células do organismo e
no plasma, mas os locais onde sua concentragfio é maior sdo no figado, medula
dssea, bago, misculos e na mucosa intestinal. No plasma, a apoferritina tem
propriedades enzimiticas, convertendo Fe** em Fe* o que facilita muito a sua
incorporagio pelas células (Theil, 1987; Mahan e Escott-Stump, 1998).

A ferritina é encontrada em muitos tipos de células de humanos e outros
vertebrados, em invertebrados, plantas superiores, fungos e bactérias. O papel da
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ferritina em diferentes tipos de células inclui a reciclagem de ferro de
macrofagos e fungdes intracelulares de armazenamento (Theil, 1987).

Estudos demonstraram que a ferritina é fonte de estoque para o
desenvolvimento embriondrio em plantas e animais, como o realizado por
Lobreaux e Briat, citado por Beard, Burton e Theil (1996). Tais autores notaram
que as concentragdes de ferritina da semente s30 trés vezes maiores que na raiz.
Estudos realizados por Ragland e Theil (1993), concluiram que o acumulo de
ferritina em nodulos de semente de soja imatura € sete vezes maior que em
nodulos maduros e que o acimulo de ferro na semente e no nddulo é maior que
em outras partes da planta. A Tabela 4 apresenta a maneira como o ferro solivel
esta distribuido na soja.

Tabela 4 Distribuigio de ferro solivel em plantas (soja).

Contetdo de ferro
Tecido
(ng/g do peso do tecido)
gemenl&s 33 N
Nédulos 62
Folhas
Raiz 9

Fonte: Theil, Burton ¢ Beard (1997).

A ferritina em plantas tem sido examinada principalmente em espinafie,
folhas de feijao, ervilhas, soja e nédulos de soja. Enquanto a arquitetura basica
da ferritina observada em animais parece ser preservada nas plantas, as
subunidades podem variar em tamanho. Em particular, as subunidades parecem
ser sintetizadas como precursores de tamanhos diferentes, que sdo
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subsegiientemente processados durante o transporte para o cloroplasto das folhas
de feijdo ou durante germinagdo em soja. Mapas de peptidios da ferritina de
ervilha sugerem que estes possam ser comuns com os dos animais, mas muito
mais informagdo é necessaria antes que a relagdo entre a estrutura (¢ evolugdo)
da ferritina em plantas e animais possa ser estabelecida (Theil, 1987).

Ferritina em plantas, pelo menos em folhas e nédulos de leguminosas; é
provavelmente ferritina de reserva normal, enquanto que, em sementes, parece
ser ferritina de células-especializadas como armazenadoras de ferro para outros
tipos de células. Mas tdo pouco é conhecido sobre a estrutura ou metabolismo de
ferritina em plantas que é muito cedo para se dizer se existem tipos diferentes de
fungdes atualmente.

Por ser capaz de armazenar tanto ferro em uma forma soliivel, a idéia de
se utilizar a ferritina como fonte deste mineral ja foi investigada desde 20 ou 30
anos atras. Estes estudos concluiram que o ferro da ferritina era relativamente
ineficiente como fonte nutricional. Entretanto, alguns pesquisadores tém
reavaliado estes resultados, baseados nos novos conhecimentos a respeito da
ferritina mineral e a proteina (Theil, Burton e Beard, 1997).
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CAPITULO 2

COMPOSICAO QUIMICA E CONTEUDO DE FERRO SOLUVEL
EM SOJA |Glycine max (L.) Merrill].

RESUMO

O grido de soja possui um dos maiores teores de proteina e de ferro entre
os alimentos de origem vegetal e teve a sua utilizagdo muito aumentada nos
ultimos anos, principalmente por lactentes que tém problemas de intolerancia ao
leite de vaca, em todo mundo. Devido a sua grande quantidade de ferro, a soja
tem sido investigada quanto a sua capacidade de recuperagdo de individuos
anémicos. No passado, a investigagdo se baseou somente na sua quantidade de
ferro total, ndo separando a quantidade de ferro das fragOes soluveis (mais
biodisponiveis) daquelas insoluveis (que sdo mais dificilmente absorvidas). Este
trabalho teve como objetivo realizar analises quimicas em quatro cultivares de
soja Glycine max (L.) Merrill (IAC PL-1; IAC 22; IAC 8-2 E IAC 15-2), bem
como os seus respectivos conteudos de ferro solivel. Os teores de proteina nos
graos, que foram em média de 34,46%, foram estatisticamente iguais. O de
lipideos foi maior para a cultivar IAC PL-1, com 20,07% e a cultivar que
apresentou o menor teor de fibras foi também a IAC PL-1, com 5,24%, bem
como maiores valores de zinco, potassio e fosforo, no grdo moido e tratado
termicamente a 95°C por uma hora. A quantidade de ferro total foi maior para a
cultivar IAC 8-2, com 110,27 ppm, seguida pela IAC PL-1, que apresentou
teores de 101,93 ppm de ferro, em média. Quanto aos seus conteudos de ferro
solivel e de taninos, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, sendo
os seus conteudos médios de ferro soluvel cerca de 2,52 mg/100 g e de tanino
cerca de 5,51 mg/100 de soja moida e tratada termicamente. Os resultados destas
analises indicam que a soja IAC PL-1 seria a mais indicada para um possivel
tratamento de anemia ferropriva de ratos, por ter bons conteiidos de ferro total e
conteudo de ferro solivel estatisticamente igual ao da soja IAC 8-2, que teve o
maior conteudo de ferro total e por apresentar os menores teores de fibras.

TERMOS PARA INDEXACAO: Soja, composigdo centesimal, ferro, ferro
soluvel, taninos.
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CHEMICAL COMPOSITION AND SOLUBLE IRON CONTENT
IN SOYBEAN (Glycine max (L.) MERRILL]

ABSTRACT

Soybean grain possesses one of the highest contents of protein and iron
among the foods of plant origin and had its use greatly increased in the latest
years, mainly by lactents who have problems of intolerance to cow’s milk all
over the world. Due to its great amount of iron, soybean has been investigated as
to its capacity of recovering anemic individuals. In the past, the investigation
was based only on its amount of total iron, separating the soluble fractions (more
bioavailable) from the insoluble (which are more hardly absorbed). This work
was designed to accomplish chemical analyses on four soybean cultivars
Glycine max (L.) Merrill (IAC PL-1; IAC 22; ]AC 8-2 and IAC 15-2), as well as
their respective contents of soluble iron. Protein contents in the grains, which
were on average of 34.46% were statistically equal. That of lipids was greater
for the cultivar JAC PL-1, with 20.07% and the cultivar which presented the
poorest fiber content was also JAC PL-1, with 5.24% as well as the heat -treated
at 95 C for one hour. The amount of total iron was higher for the cultivar IAC 8-
2 with 110.27 ppm, followed by IAC PL-1 which presented contents of 101.93
ppm of iron, on average. Concerning their contents of soluble iron and tannins,
there were no statistic differences among the treatments, their average contents
of soluble iron being of about 2.52mg/ 100g and of tannin about 5.51 mg/100 of
ground and heat ~treated soybean. The results of those analyses indicate that the
soybean IAC PL-1 would be the most adequate for a possible treatment for iron
deficiency of rats for having good contents of total iron and content of soluble
iron statistically equal to that of the soybean 1AC 8-2, which presented the
greatest content of total iron and for presenting the poorest contents of fiber.

INDEX TERMS: Soybean, centesimal composition, soluble iron, anemia.
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1 INTRODUCAO

A soja é uma leguminosa originaria provavelmente da Asia que, h3 cerca
de cinco mil anos, foi domesticada pelos chineses, tomando-se a base
alimenticia deste povo. No Brasil, a referéncia mais antiga é de 1882, na Bahia,
mas, a sua cultura foi introduzida no pais por volta de 1908, por colonos
japoneses. Desde entdo, o Brasil veio aumentando gradualmente sua produgio
de soja, chegando hoje a segunda colocagio mundial (Sediyama, 1981; Morais e
Silva, 1996; EMBRAPA, 2000).

No mundo oriental, a soja é a base de composi¢do de diversos pratos
naturais e tradicionais. Em certos casos, ¢ a principal fonte de proteina, como em
populagdes de baixa renda e vegetarianos (Shaw, Chin e Pan, 1995; Morais e
Silva, 1996). Nos paises ocidentais, ¢ largamente utilizada na industria
alimenticia, na fabricagio de 6leo comestivel, margarinas, maioneses, proteinas
texturizadas, extrato solivel (denominado “leite de soja”), emulsificantes, entre
outros, sendo a sua aceitagdo como alimento natural ainda pequena, devido ao
odor e sabor desagradaveis. Ultimamente, seu consumo tem aumentado, devido
a interferéncia de imigrantes orientais e a4 maior procura, por alimentos naturais.

Muitos pesquisadores tém se empenhado no estudo desta leguminosa
que possui importantes qualidades para a nutri¢io como a grande quantidade de
proteinas vegetais de alto valor bioldgico, além de ser fonte de acidos graxos
poliinsaturados (linoléico e linolénico).

A soja ainda ¢ rica em minerais, em especial o magnésio, fosforo, cobre,
zinco e ferro. A utilizagio destes minerais pode ser prejudicada devido a
presenca de fatores antinutricionais no grio. Diversos autores atribuem ao acido
fitico, as lectinas, aos polifendis, as fibras e oxalatos presentes na soja, a

capacidade de se complexarem com os minerais, prejudicando a absorg¢do
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principalmente do zinco, calcio, ferro e fosforo (Gillooly et al., 1984, Latunde-
Dada e Neale, 1986). Mas, estes dados ainda sdo questionaveis, pois muitos
resultados sdo conflitantes. No que diz respeito ao ferro, diversos sdo os
resultados encontrados.

Considerando as mumeras aplicagdes da soja, muitos esforgos tém sido
empregados para contornar o problema da biodisponibilidade de minerais. Neste
sentido, Beard, Burton e Theil (1996), pesquisando o ferro nesta leguminosa,
observaram que o conteido de ferritina — proteina responsavel pelo
armazenamento de ferro nos graos de soja — variava de cultivar para cultivar,
Estes resultados sugerem que o melhoramento das cultivares que possuam maior
concentragio de ferritina nos grios poderia ajudar no combate a anemia, visto
que o ferro ligado a ferritina mostrou-se eficaz na recuperagdo de ratos
anémicos. Isto porque parece se manter biodisponivel para estes animais
alimentados com soja, escapando das possiveis complexagdes com os outros
componentes desta leguminosa (Beard, Burton e Theil, 1996).

O presente trabatho visou analisar quatro cultivares de soja provenientes
do Instituto Agronémico de Campinas (1AC), com o objetivo de selecionar a
cultivar com maiores teores de ferro soluvel, bem como aquela com menores
quantidades de fatores interferentes na absorgdo de ferro.
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2 MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas nos laboratorios dos Departamentos de
Ciéncia dos Alimentos, de Quimica e de Fitotecnia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

2.1 Matéria prima e delineamento experimental

Foram utilizadas neste experimento, quatro cultivares de soja [Glicyne
max (L.) Merrill]: IAC 8-2, IAC 15-2, 1AC 22, e IAC PL-1, oriundas do Centro
Experimental de Campinas (fazenda Santa Eliza), do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), Sao Paulo, safra 1999.

As amostras foram sorteadas e constituiram os quatro tratamentos T1,
T2, T3 e T4 que correspondiam, respectivamente, & IAC PL-1, 1AC 22, 1AC 8-2
eIAC 15-2.

Foram realizadas analises quimicas e bioquimicas de cada cultivar, todas
em quadruplicata e o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de F, sendo os
resultados significativos estudados por meio da comparagdo de médias pelo teste
de Tukey, utilizando o programa estatisico MSTATC para as analises.

2.2 Tratamento das amostras

Os grios de soja de cada cultivar foram selecionados e triturados
integralmente (também as cascas) em um triturador de grios, durante
aproximadamente 2 minutos, até a obtengdo de uma farinha fina. Logo depois
foram submetidos a um tratamento térmico de 95°C por uma hora, em estufa a

vacuo, para diminuir a niveis desejaveis a agdo dos inibidores de tripsina e das
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lectinas. Apos este tratamento a farinha foi armazenada a -15 °C para analises
posteriores.

2.3 Anilises quimicas e bioquimicas

Toda a vidraria e demais utensilios utilizados nas analises foram lavados
com acido cloridrico puro e enxagiiados utilizando-se agua ultrapura: destilada,
deionizada e desmineralizada (miliQ). Toda a agua utilizada nas analises foi
ultrapura, para evitar contaminag@o de ferro provenientes de outras fontes.

2.3.1 Composi¢fio centesimal

A umidade das amostras foi determinada por dessecagdo em estufa 3
105°C, segundo AOAC (1990). O extrato etéreo foi determinado utilizando-se
extrator continuo tipo Soxhlet, segundo a AOAC (1990). O restante das analises
de composigdo quimica, ou centesimal, foi determinado nas amostras secas e
desengorduradas: a proteina foi determinada pelo conteido de N total (%),
segundo método de Kjeldhal (AOAC, 1990) e multiplicado pelo fator de 6,25. A
fibra bruta foi determinada pelo método de Van de Kamer e Van Ginkel (1952).
Finalmente, o carboidrato foi obtido por diferen¢a e as cinzas (residuo mineral
fixo) determinadas por incineragio do material em forno tipo mufla a 500°C,
segundo AOAC (1990).

2.3.2 Composi¢cio mineral

Os minerais foram determinados submetendo as amostras a uma
digestdo, em blocos digestores com controle de temperatura, com solugao nitro-
perclorica (2:1). Apos a digestdo as amostras foram transferidas para frascos de
vidro tendo o seu peso aferido para posterior calculo de concentragdo
(peso/peso). Para a determinacdo dos teores de calcio, ferro, zinco, fosforo,
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potassio, magnésio, manganés, cobre e enxofre utilizou-se o método de
espectrofotometria de absorgiio atdmica, com as leituras feitas em aparelho da
marca Varian, Spectr AA, 100; de acordo com as técnicas descritas na AOAC
(1990).

2.3.3 Determinacio da fracio de ferro solivel

A concentragio de ferro solivel foi estimada utilizando-se um método in
vitro, adaptado de Politz e Clydesdale (1988) e Slatkavitz e Clydesdale (1988),
citados por Nkunzimana et al.(1996). O método baseia-se em submeter uma
quantidade conhecida de amostra a uma digestio péptica, seguida de digestdo
pancreatica, em condigdes controladas de tempo, temperatura ¢ pH. Todos os
reagentes para a analise foram preparados com agua ultrapura.

A pepsina foi suspendida em 25 mL de HCl 0,1 N. A pancreatina
purificada e o extrato de bile foram dissolvidos em 250 mL de solugdo tampédo
de Tyrode que continha os seguintes reagentes:

2g de NaCl

0,05g de KCI

0,065g de MgS0O, .7 H,0

0,25g de glucose

0,25g de NaHCO;

0,066g de CaCl,

0,05g de NaN;

Este tamp3o foi ajustado para pH5 com HCI 6N.

As respectivas quantidades de pepsina, pancreatina e bile foram
determinadas de acordo com o conteido de proteina das farinhas, previamente
determinados pelo método Kjeldhal (Nx 6,25).

A razio pepsina para proteina era de 1:50, a de pancreatina para proteina
de 1:30 e a de bile para proteina 1: 19,2.

53



A digestiio se realizou em incubadora a 37°C , por 2 h, em pH = 2, para
simular as condigoes gastricas.

A cada 35 min, o pH era ajustado com NaOH IN. Apos a digestdo
péptica, o pH foi aumentado para 5, com NaOH 3N e a mistura de pancreatina e
extrato de bile foi adicionada. A incubagdo continuou por mais 2 horas.

Ao final da incubagdo, o digerido foi centrifugado em tubos de 250 mL a
10.000 g por 20 min, a 4°C e o sobrenadante filtrado em papel de filtro
whatman # 41. O ferro solivel foi entdo determinado por espectrofotometria de
absorgdo atomica e as concentrages de ferro foram lidas diretamente a 248 nm,
e comparadas a padrbes de Fe de 0; 0,5; 2; 5; 10 e 15 ppm, que foram
preparados utilizando a solugio referéncia para absorgdo atomica, segundo
AOAC (1990).

2.3.4 Taninos (polifendis)

Os taninos (polifendis) dos quatro tratamentos foram analisados
utilizando-se 0 método colorimétrico de Folin-Denis, conforme AOAC (1990) e
Deshpande, Cheryan e Salunke (1986).

A extragio foi feita com metanol a 80% em banho maria (80°C/15
minutos), utilizando-se pérolas de vidro e varetas de refluxo, por trés vezes
consecutivas. Os extratos foram entdo reunidos e evaporados até cerca de 25 mL
e submetidos 3 dosagem de polifendis, empregando o acido tanico como padrio.

O método se fundamenta no fato de o reagente de Folin-Denis (de cor
rosa-lilas) ser reduzido pelos fendis a um complexo de coloragdo azul em

solugdo alcalina, que é medido em espectrofotometro a 760 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises quimicas e bioquimicas
3.1.1 Composigéo centesimal

A Tabela 1 apresenta os resultados da composigio centesimal das quatro
cultivares de soja analisadas.

TABELA 1 Composig¢do centesimal de quatro cultivares de soja.

Extrato 1 1 1 2
‘lAC PL-1 835a 20,07a 3497a 524b 461)b 25,86
IAC 22 8,18a 1845 b 3342a 5,61 ab 519 a 29,20
IAC 82 7500 18.63 b 3507a 6,58a 4,14 ¢ 27,14
IAC 15-2 849a 1887 b 3438a 5,98 ab 4,11 ¢ 27,38
Teste F 11,533%*  6,834*¢ 1,015ns 5,739%* 2423+ -
cv 3,19 2,95 437 8,13 4,57 -

! dados expressos com base em matéria seca,

2 ENN = extrato niio nitrogenado (obtido por diferenga).
**F significativo a 1%
*F significativo a 5%

Meédias seguidas pelas mesmas letras na coluna n3o diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
Tukey.

A composigdo quimica das cultivares analisadas se encontra de acordo
com os padroes observados na literatura (Smith e Circle, 1978; Morais e Silva,
1996). Com relagao a soja cultivada no Brasil, Castro, Millan e Lago (1973)
verificaram que a quantidade de proteina varia de 29,2% a 57,9% e a de lipideos
varia de 14,7% a 28,4% , de acordo com a variedade da soja. As cultivares do
IAC (Institto Agrondmico de Campinas) analisadas neste trabalho
apresentaram, em média, 34,46% de proteina, ndo diferindo estatisticamente

55



entre si. A IAC PL-1 foi a que apresentou o maior teor de lipideos em relagao as
outras cultivares, a 1% de significancia.

Quanto as fibras, constituidas de certos componentes, como a
hemicelulose e lignina, tidas como complexantes de ferro e outros minerais
(Gillooly et al.,, 1984), a cultivar IAC PL-1 foi a que apresentou os menores
valores, e a IAC 8-2 a de maior valor de fibras, a 1% de significincia, pelo teste
de F. De acordo com Dintzis et al. (1979), a casca da soja contém 87% das
fibras, sendo 40% a 53% de celulose, 14% a 33% de hemicelulose e 1 2 3% de
lignina. Portanto, quanto menor a quantidade de fibras, maior a probabilidade de
se absorver melhor o ferro da soja integral. O simples fato de n3o se utilizar a
casca da soja poderia diminuir muito o teor de fibras e, consequentemente, isso
poderia aumentar a proporgio de ferro e de outros minerais que seriam

absorvidos da soja.

3.1.2 Composi¢iio mineral

As concentragdes de calcio, ferro, cobre, zinco, potassio, magnésio,
manganés, fosforo e enxofre das cultivares se encontram expressas nas Tabelas 2
e 3. Pode-se notar que houve diferenga significativa no teor de ferro total entre
as amostras de soja, tendo a cultivar IAC 8-2 apresentando a maior média deste
mineral (110,27), seguida pela cultivar IAC PL-1 (101,93). As outras duas
cultivares, 1AC 22 e IAC 15-2, foram as que apresentaram os menores indices de
ferro total nos grios. Quanto ao zinco e fosforo, a JAC PL-1 apresentou os
maiores teores, € a IAC 15-2 os menores. Para o calcio e o magnésio, as
cultivares IAC PL-1, IAC 22 e a IAC 8-2 tiveram os maiores valores, sendo que
a 1AC 8-2 nio diferiu da IAC 15-2 que apresentou as menores quantidades
destes minerais. Para 0 manganés e o enxofre, os maiores teores foram os das
cultivares JAC 22 e IAC 8-2. Para o potassio, somente a IAC 8-2 foi diferente,
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apresentando as menores quantidades. Em relagdo ao cobre, ndo houve diferenga
estatistica entre as cultivares.

TABELA 2 Teores médios de cobre, manganés, zinco e ferro de quatro cultivares de soja.

Cu Mn Zn Fe
Tratamentos
™ ppm Ppm Ppm ppm
IACPLI 10,46 a 20,27 be 42,338 101,93 b
1AC 22 7,10a 24,17 ab 40,17 b 88,00 c
IAC 82 10,50 a 2483 a 40,00 b 11027 a
IAC 15-2 6,97 a 1843 ¢ 37,80 ¢ 84,50 ¢
Teste F 6,049 11,539** 51,664** 45291**
Ccv 16,02 7,16 1,11 3,22
**[ significativo a 1%
*F significativo a 5%

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nfo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste Tukey

TABELA 3 Teores médios de fosforo, potéssio, célcio, magnésio e enxofre de quatro cultivares

de soja.
Tratamento %P %K %Ca %Mg %S
IACPLI 0,582 2068 0192  027a 037b
1AC 22 048 ¢ 207a 020a  026a 041a
IAC 82 0,51 b 1,04 b 0,)88b  027a 0,39 ab
1AC 152 042 d  20lab 017b 024 b 037 b
Teste F 280445%  11,872%*  7394%  19.880**  10,788%*
C.V (%) 1,42 1,40 5,08 1,03 2,49
*3T significativo a 1%
*F significativo a 5%

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nio diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste Tukey
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A soja é uma fonte moderada de calcio. Muitos autores que compararam
o “leite” de soja (extrato solivel de soja) com o leite de vaca observaram valores
de biodisponibilidade de calcio que chegavam a ser de 90% dos valores do leite
de vaca. Isso ndo aconteceu com a soja integral assada, na qual somente 10% do
calcio puderam efetivamente utilizados (Schroeder et al. e Desikachar et al,
citados por Smith e Circle, 1978). Comparando-se os valores de calcio aqui
encontrados com o de outros alimentos vegetais muito consumidos na
alimentagdo humana, como, por exemplo, o arroz (10 mg/100g), o feijdo
vermetho cozido (38 mg/100g), a farinha de mandioca (148 mg/100g) e o mitho
(6 mg/100g), observa-se que a soja, que teve em média 185 mg/100g, ¢é o
alimento que possui valores maiores deste mineral (Azoubel, Garcia e Naves,
1982).

A soja é um alimento de origem vegetal que possui grandes quantidades
de ferro. Fonseca (1995) e Bianchi, Silva e Oliveira (1992) citam que o ferro da
soja foi melhor absorvido que o do trigo, milho, feijao preto € arroz (em ordem
decrescente). Comparando-se os valores aqui encontrados de (8,45 a 11,03
mg/100g) com os do feijdo preto (4,3 mg/100g), feijio vermelho (7,10
mg/100g), ou com o fuba (1,8 mg/100g), farinha de mandioca (5,4 mg/100g) e
de trigo (0,9 mg/100g), verifica-se que todos estes produtos, utilizados no com
freqiiéncia na alimentagio humana, apresentam o teor de ferro menor que o da
soja (Azoubel, Garcia e Naves, 1982; Franco, 1989).

Comparando-se os valores de ferro total das cultivares IAC 8-2 (110,27
ppm) e JAC PL-1 (101,93 ppm), com as cultivares Tokyo (80,98 ppm) e Jackson
(81,54 ppm) analisados por Beard, Burton e Theil (1996), percebe-se que as
cultivares do IAC obtiveram maiores valores de ferro total.

Com relag3o aos minerais analisados, todos estavam dentro dos valores
encontrados para soja (Smith e Circle, 1978; Shurpalekar, 1961).
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3.1.3 Ferro solivel

Com relagdo a concentragdo de ferro soluvel, apesar de nao ter sido
significativa a diferenca entre os tratamentos (Figura 1), vale salientar que os
conteiidos de ferro total das cultivares IAC 8-2 e IAC PL-1 apresentaram uma

concentragdo mais acentuada de ferro total.

3,00 -

2.7 2,8
2,50 - 2,2 2
2,00 -
1,50
1,00 -
0,50 -
0,00

IACPL-T " IAC22 TIACB8-2 '~ IAC 152"

concentragdo de Fe
mg/100g

Cultivares

FIGURA 1 Teores de ferro solivel (mg/100g) de quatro cultivares de soja.

E possivel que técnicas mais apuradas para detectar a concentragio de
ferro soluvel possam revelar diferencas entre as cultivares, como foi observado
por Beard, Burton e Theil (1996).

Comparando-se estes valores de ferro soluvel com os valores de ferro
total verifica-se que realmente ha uma grande diferenga entre os tipos de ferro
presentes no grdo de soja. E, aparentemente, somente 26,7% do ferro total
presente nos grios das cultivares analisadas, estdo disponiveis para a absorgéo,
ou seja, estdo soliveis na luz intestinal.

Obtendo-se uma média destes teores de ferro soluvel das cultivares
analisadas (Figura 1), contidos em 100g de soja integral moida e tratada

térmicamente, encontra-se o valor de 2,52 mg de ferro biodisponivel, que sao
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suficientes para suprir as necessidades de ferro de mulheres adolescentes (2,02
mg/dia); homens e mulheres adultos (1,14 mg/dia e 2,38 mg/dia
respectivamente), com excegdo das gestantes.

Beard, Burton e Theil (1996), também observaram estas diferengas
quando analisavam variedades de soja cultivadas nos EUA. Em seus resultados,
cerca de 45,28% do ferro total estavam na fragio soluvel. Esta maior
porcentagem, no entanto, ndo significa necessariamente que os cultivares do
IAC tenham menores quantidades de ferro solivel que as dos EUA, pois as
técnicas utilizadas para a determinagiio deste tipo de ferro foram diferentes.
Segundo Ragland e Theil (1993), a fragiio solivel de ferro das sementes da soja
contém dois tipos de ferro: a ferritina e o fitato monoférrico Segundo Beard,
Burton e Theil (1996), a ferritina correspondeu a 30% do total do ferro solavel.
Estes pesquisadores também observaram que tal quantidade de ferro pode ser
modificada por methoramento genético, para se obter cultivares com maiores
quantidades de ferritina, o que poderia melhorar a biodisponibilidade do ferro na

soja.

3.1.4 Polifendis (taninos)

As concentragbes médias dos taninos encontradas nas quatro variedades
de soja apresentam-se na Figura 2.

Nio houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, sendo
que a média de taninos presente nas cultivares foi de 0,551 mg/100g.

Os taninos sio considerados potentes inibidores da absorgdo de ferro e
de outros minerais como o zinco € o calcio (Latunde-Dada e Neale, 1986).
Segundo Liener (1994), apesar de presentes na soja, a quantidade de taninos
neste grio nio é considerada suficiente para provocar um efeito antinutricional.
Hurrel, Reddy e Cook (1999) observaram que acontecia uma redugio de 50% a

70% na absor¢do de ferro em humanos, quando estes consumiram bebidas
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contendo cerca de 20 a 50 mg de polifenois totais em 275 ml da bebida. No cha
preto, ou de ervas, a concentragio de taninos média foi de 11,67 mg/g de cha
enquanto que a média deste polifenol na soja IAC foi de 0,055 mg/g de soja
integral, ou seja, 0,47% do valor dos taninos presentes nos chas analisados
naquele experimento. Esta quantidade de taninos encontrada nas cultivares do
IAC ndo mterfere de forma potente na absor¢do do ferro destas cultivares de

soja.

[ ] taninos mg/100g

IACPL1 IAC22 IAC82 IAC152

Cultivares

FIGURA 2 Teores de taninos (mg/100g) de quatro cultivares de soja.
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4 CONCLUSOES

Das cultivares de soja analisadas neste trabalho, a IAC 8-2 e a IAC PL-1
parecem ser as mais indicadas para utilizagdo na alimentagdo humana como
fonte de ferro, mais especificamente para populagbes com anemia ferropriva.
Isto porque, em termos de teores de ferro total, seus conteudos foram os mais
altos, e, apesar de a cultivar IAC 8-2 apresentar valores mais altos que a IAC
PL-1, os teores de ferro solivel (mais biodisponivel) eram estatisticamente
iguais, sendo que a cultivar IAC PL-1 teve ainda os menores teores de fibras
(que possuem fatores complexantes de minerais). Com relagio aos outros
minerais, estas duas cultivares também apresentaram as maiores quantidades
quando comparadas a IAC 22 e 3 IAC 15-2.

A quantidade de taninos (polifenois) presentes nestas cultivares foi baixa
e, provaveltemente, insuficientes para provocar uma inibigdo significativa da
absorgao de ferro.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA SOJA |Glycine max (L.) Merrilll, CULTIVAR
JAC PL-1 NA RECUPERACAO DE RATOS ANEMICOS.

RESUMO

Neste trabalho, a cultivar de soja IAC PL-1, desenvolvida pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (JAC) foi testada quanto a sua eficiéncia na
recuperacdo de ratos com deficiéncia de ferro. Numa primeira fase, um grupo de
trinta ratos wistar fémeas recém-desmamadas (aos 21 dias do nascimento) foi
alimentado com dois tipos diferentes de dieta: um grupo de ratas recebeu a dieta
controle que supria as necessidades diarias de ferro (30mg/dia) e as demais
receberam dietas pobres em ferro (4,23 mg/kg), para a indugido de anemia.
Assim que a deficiéncia de ferro foi detectada, através da dosagem de
hemoglobina e do hematécrito, os grupos com deficiéncia de ferro (anémicos)
foram divididos em quatro novos grupos: um continuou com a dieta controle
para anemia (pobre em ferro) até o final e os outros trés receberam as dietas
experimentais que possuiam como fonte de ferro, respectivamente: ferritina de
bago de cavalo, o ferro do grao de soja moido e tratado termicamente ¢ a farinha
de soja 1AC PL-1 acrescida de ferritina de bago de cavalo. A evolugdo da
recuperagdo foi acompanhada por testes bioquimicos e ao final de 28 dias de
dieta os animais foram sacrificados e o sangue coletado para as dosagens de
hematdcrito, hemoglobina, concentragdo de hemoglobina celular média

(CHCM) e ferro sérico. O baco e o figado foram retirados para analise de ferro
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total e para histopatologia, as fezes foram coletadas na ultima semana para
verificagio da excregio de ferro. Todos os trés grupos experimentais
recuperaram-se da anemia, sendo que entre o grupo da ferntina e o grupo da soja

nao houve diferenga estatistica quanto aos niveis de hemoglobina e hematécrito.

TERMOS PARA INDEXACAO: Ferro, soja, ferritina, biodisponibilidade de

ferro, anemia, ratos.
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ABSTRACT

EVALUATION OF SOYBEAN |Glycine max (L.) MERRILL],
CULTIVAR IAC PL-1 IN THE RECOVERY OF ANEMIC RATS.

In this work, the soybean cultivar IAC PL-1 developed by
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) was tested as for its efficiency in
the recovery of iron - deficient rats. In a first phase, a group of 30 freshly
weaned female wistar rats (at 21 days from the birth) were fed on two different
sorts of diet: one group of female rats was given a control diet which supplied
the daily needs of iron (30,00 mg /day) and the others were given iron - poor
diets (4,23 mg /kg) for induction of anemia. As soon as iron deficiency
was detected, through the dosage of the hemoglobin and hematocrit, the
iron - deficient groups (anemic rats) were divided into four new groups, a
group went on with the control diet for anemia (poor in iron) up to the
end and the other three received the experimental diets which possessed
as a iron source, respectively: horse’s spleen ferritin, the ground and heat
treated ground soybean grain and soybean meal added of horse’s spleen
ferritin. The evolution of the recovery was accompanied by biochemical tests
and at the end of 28 days of diet the animals were slaughtered and the blood
collected for the dosages of hematocrit, hemoglobin, average cell hemoglobin
concentration (CHCM) and serum iron. Both the spleen and liver were removed
for total iron analysis and histopathology, the feces were collected in the last
week, for verification of iron excretion. All the three experimental groups

recovered from anemia, being that between the ferritin group and that of
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soybean, there were not any statistic differences as to the levels of hemoglobin

and hematocrit.

INDEX TERMS: iron, soybean, ferritin, iron bioavailability, anemia, rats.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro atinge, atualmente, mais de 2 bilhdes de pessoas
no mundo inteiro. No Brasil, a anemia ¢ considerada um problema de saude
publica, por se manifestar de forma endémica: sua prevaléncia média no pais é
de 40%, atingindo principalmente gestantes, criangas e adolescentes. Ela atinge
inclusive paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, onde existem cerca de
3,3 milhGes de mulheres anémicas. Para contornar o problema, muitos esforgos
tém sido empregados e muitas medidas ja estdo sendo aplicadas, como é o caso
da fortificagdo de alimentos (nos EUA) e a rotina adotada por médicos de varios
paises de prescrever a suplementagio de ferro para gestantes. Apesar de muito ja
estar sendo feito, todos os esforgos para diminuir este problema mundial sio
validos. Neste sentido, a soja vem sendo preconizada como uma auxiliar no
combate a anemia (OMS/FAOQ, 1991; Soglia, 1996; Sandstead e Lofgren, 2000).

A soja ¢ uma leguminosa cultivada em todo o mundo, sendo o Brasil 0 2°
maior pais produtor deste grdo, o que torna este alimento — que possui proteina
e lipideo de boa qualidade — muito acessivel, tanto pela grande disponibilidade
no mercado quanto pelo seu baixo custo, em relagdo aos produtos de origem
animal. Além disso, a soja possui uma quantidade de ferro elevada, se
comparada a outros alimentos de origem vegetal. Ele fica armazenado nos grios
de soja, principalmente sob a forma de ferritina, uma proteina globular
armazenadora de ferro. Ela é considerada, por alguns pesquisadores, como uma
fonte biodisponivel de ferro, por possuir a caracteristica de manté-lo numa forma
solivel, fato de suma necessidade para a absorgio deste mineral acontecer. A
ferritina parece proteger o ferro que esta ligado a ela, dos diversos fatores
inibidores da sua absorgéo presentes na soja, como 0s taninos, acido fitico, entre
outros (Theil, 1987; Beard, Burton e Theil., 1996; Hurrel, Reddy e Cook, 1999).
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O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) vem realizando trabalhos de
melhoramento genético de soja e a cultivar IAC PL1 tem sido estudada quanto
as suas propriedades quimicas e sensoriais (Barcelos, 1998). Foi também
avalidada quanto ao seu conteido de ferro total e ferro sohivel (Yamada, 2001),
apresentando-se como uma cultivar com consideravel quantidade de ferro.

Com base nestas consideragdes, o presente trabalho visou testar a
cultivar IAC PL-1, desenvolvida no Instituto Agronémico de Campinas, quanto

a sua capacidade de promover a recuperagdo de ratos anémicos.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), no laboratorio de Nutrigdo e Gnotobiologia do Departamento
de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), Belo Horizonte, MG.

2.1 Animais

Foram utilizados neste experimento trinta ratos albinos, da linhagem
Wistar, fémeas, recém-desmamados (aos 21 dias), divididos aleatoriamente em
cinco grupos de seis animais. Eles foram mantidos em gaiola de tampo
noxidavel e recipiente de acrilico, com bebedouros de bico em inox e em
“cama” feita com papel higiénico picado, a temperatura ambiente em ciclo de
claro e escuro, recebendo agua destilada e deionizada e dieta ad libfum, durante

28 dias ap0s o periodo de indugdo de anemia.

2.2 Dietas experimentais e distribuigdo nos grupos

O experimento foi dividido em duas fases: na primeira fase, o grupo de
ratos, com excegido dos controles, recebeu dieta para induzir a uma deplegio de
ferro. Numa segunda fase, recebeu as dietas experimentais correspondentes aos
tratamentos estabelecidos (Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5).

2.2.1 Fase de deplegdo

Durante 28 dias, 24 ratas receberam uma dieta pobre em ferro, que
continha cerca de 4,23 mg de ferro/kg de dieta, chamada de dieta deficiente em
ferro (DDF), com a finalidade de induzir anemia ferropriva (Tabela 1; Anexo A,
Tabelas 1A e 2A). Foram realizadas coletas de sangue no 20° e 28° dias apds a
introdug3o das dietas, tendo a deficiéncia de ferro sido constatada no 28° dia.
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TABELA 1 Composicdo da dieta deficiente em ferro’ (2/100g de dieta).

Ingredientes Quantidades (g/100g de dieta)
Amido de milho (carboidrato) 66,5
Caseina (proteina)’ 20,0
Oleo de soja (lipideo) 6,0
Mistura salinica’ 50
Mistura vitaminica 1,0
Vitamina E 0,1
Celulose (fibras) 1,5

! American Institute of Nutrition, 1993 (AIN - 93), adaptada.
2 Caseina ¢ mistura salina sem fonte de fexro: caseina pura ¢ mix salina AIN - 93G, Rhoster,

indiistria e comércio

O grupo restante de seis animais foi chamado de grupo controle normal
Ele recebeu uma dieta de composigiio semelhante a da dieta deficiente, que
diferia somente pelo tipo de mistura salinica, que possuia uma fonte de ferro, o
sulfato ferroso (FeSO; . 7 H;0), o qual era acrescentado de forma a se obter
niveis de cerca de 30 mg/kg de dieta, conforme AIN — 93 (Reeves et al., 1993) e
Borel et al. (1996). Os ingredientes foram misturados e peneirados por pelo
menos, trés vezes e acrescidos de agua destilada e deionizada para a confecgdo
da ragdo. Esta, por sua vez foi armazenada em freezer a -15°C e oferecida aos
animais durante o decorrer do experimento. Toda a agua consumida pelos

animais nos bebedouros era destilada e deionizada.
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2.2.2 Fase de repleciio

Apés os 28 dias de dieta sem ferro, o sangue dos animais foi coletado da
extremidade da cauda em eppendorfs com EDTA 10%, para a dosagem do
hematocrito e dos niveis séricos de hemoglobina. Os animais considerados
deficientes em ferro, com niveis de hemoglobina de aproximadamente 8,0 g/dL,
foram subdivididos em 4 grupos: grupo controle deficiente, grupo ferritina,
grupo soja e grupo soja + ferritina, que constituiram, junto com o grupo controle,
os cinco tratamentos, conforme mostra a Tabela 2.

TABELA 2 Distribuigio das dietas para os animais experimentais.

Primeira etapa
G . Segunda etapa
(28 dias) (28 dias)
Dieta normal .
1 — Controle normal Dieta normal
( 30mg Fe/kg de dieta)
2-Controle anémico e deficiente em Ferro DDF
(DDF)
... DDF + Ferritina
3 - Feritina DDF .
(30mg Fe/kg de dieta)
. Dieta a base de soja *
4 - Soja DDF .
(30mg Fe/kg de dieta)
Dieta & base de
5 — Soja + ferritina DDF Soja* + Ferritina
(30mg Fe/kg de dieta)**

* DDF + Soja moida e tratada termicamente como a émica fonte de ferro.
*# Ferro calculado considerando-se o valor de ferro total na soja (50% de Fe da soja ¢ 50% deFeda
ferritina).

A ragdo experimental do 3° grupo, denominado ferritina, foi elaborada e
oferecida durante 28 dias aos animais inicialmente deficientes em ferro e era
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composta de DDF + ferritina de bago de cavalo (da Sigma — Aldrich) como fonte
de ferro dietético (1,38 mL de ferritina/kg dieta, para perfazer um total de 30 mg
Fe/kg dieta), como se pode observar na Tabela 3.

TABELA 3 Dieta para recuperagio de ratos anémicos do grupo ferritina'.

Ingredientes Quantidades (g)
Amido de milho (carboidrato) qsp’
Caseina (proteina)® 200
Oleo de soja (lipideo) 6,0
Mistura salinica® 5.0
Mistura vitaminica 1.0
Vitamina E 0.1
Celulose (fibras) LS
Ferritina de bago de cavalo 0,138 mL

! American Institute of Nutrition, 1993 (AIN - 93), adaptada.
? Quantidade suficiente para completar 100g de ragdo.

3 Caseina e mistura salina sem fonte de ferro; caseina pura e mix salina AIN - 93, Rhoster

A dieta experimental do grupo 4, denominado Soja, foi elaborada e
oferecida durante os 28 dias e era composta por DDF + soja moida e tratada
termicamente a 95 °C/ 1h (SMTT), conforme descrito por Beard, Burton e Theil
(1996). Neste grupo, a fonte de ferro provinha somente da farinha de soja.
Foram consideradas as quantidades de proteina, lipideos e carboidratos da soja,
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para o calculo das quantidades de caseina, oleo de soja e amido de milho,
respectivamente. Como as dietas foram ajustadas para terem a mesma
quantidade de ferro, a dieta da soja ficaria com um teor de lipideos maior que as
outras e para diminuir as diferengas entre os grupos experimentais, houve um
ajuste na quantidade de lipideos das dietas em relagdo a SMTT (Tabela 4).

TABELA 4 Dieta para recuperagdo de ratos anémicos do grupo Soja’.

Quantidades (g)
Ingredientes
em 100g de dieta
Amido de milho (carboidrato) 95P.
, , 11,25
Caseina (proteina)’ 2
6 . e 6,0
eo de soja (lipideo)
Mistura salinica’ 3,0
. 1,0
Mistura vitaminica
Vitamina E 0,1
L5
Celulose (fibras)
Soja 24,75

T American Institute of Nutrition, 1993 (AIN - 93), adaptada.

2 Caseina ¢ mistura salina sem fonte de ferro: caseina pura e mix salina AIN — 93, Rhoster

A ragdo experimental do 5° grupo, denominado soja + ferritina (Tabela
5), foi elaborada e oferecida durante 28 dias e se compunha de DDF + SMTT +
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ferritina de bago de cavalo (Sigma-Aldrich), numa proporgao de 50% de ferro da
soja e 50% de ferro da ferritina, para perfazer um total de 30mg de ferro/kg de
dieta (123,33 g de SMTT acrescida de 0,7 mL de ferritina de bago de cavalo por
quilo de dieta), adaptado de Beard Burton e Theil (1996). Para este calculo de
ferro, consideraram-se os valores de ferro total presente na soja (101,93 mg/kg ).
A ferritina continha valores aproximados de ferro de 18 mg de ferro/mL de

solucdo.

TABELA 5 Dieta para recuperagio de ratos anémicos do grupo teste.

Ingredientes Quantidades (g/100g)
Amido de milho (carboidrato) q.s.p.
Caseina (proteina)? 15,62
s 3,5
Oleo de soja (lipideo)
Mistura salinica’ 30
. e, . 1,0
Mistura vitaminica
Vitamina E 0,1
1,5
Celulose (fibras)
Soja 12,33
Ferritina de bago de cavalo 0,07 ml

T American Institute of Nutrition, 1993 (AIN — 93), adaptada.
2 Caseina e mistura salina sem fonte de ferro: caseina pura e mix salina AIN - 93, Rhoster
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No inicio da fase de repledo, apos a detecgdo da deficiéncia de ferro, os
animais foram pesados antes da introduc3o das dietas experimentais. Nesta fase
realizaram-se coletas de sangue da extremidade da cauda dos ratos aos 12°, 20° e
28° dia, para determinagio de hematdcrito e hemoglobina. O controle do
consumo de dieta foi feito diariamente apos a introdugdo das dietas.

No 28° dia da segunda fase, observaram-se diferengas estatisticas entre a
hemoglobina e o hematocrito dos grupos experimentais. Os ratos foram entio
deixados em jejum durante 12 horas e, posteriormente, anestesiados com éter
etilico e sacrificados, coletando-se o sangue por pun¢io da aorta abdominal,
apés incisdo abdominal, para determinagdo do hemograma e ferro sérico. O
figado e o bago foram retirados, lavados em solugdo fisiologica e congelados a
-70°C para analise de ferro total e analise histologica.

2.3 Anilises quimicas e bioquimicas

2.3.1 Determinaciio de hemoglobina e componentes sangiiineos

A hemoglobina sangiiinea foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina (AOAC, 1990), no Laboratério de Hematologia do
Hospital das Clinicas da UFMG, em aparelho para dosagem automatica do tipo
Coulter, que dosou também o hematocrito, nimero de hemacias, volume celular
médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina celular média (CHCM).

O método € colorimétrico e se baseia na oxidagdo do ferro da
hemoglobina (Fe?*) pelo ferricianeto de potassio (solugio de Drabkin),
transformando-a em hemiglobina. Ela combina-se com o cianeto ionizado para
produzir cianeto de metahemoglobina, que pode ser medido por
espectrofotometria a 540 nm.



2.3.2 Determinagio do ferro sérico

O ferro sérico foi determinado no soro sem hemolise obtido do sangue
dos animais em jejum, que foi centrifugado em 2500 rpm durante 15 minutos,
em centrifuga de mesa FANEM EXCELSA BABY 206.

O método utilizado para o doseamento do ferro sérico é colorimétrico,
metodologia de Goodwin modificada, e se baseia no fato de que em meio acido
e por agdo da guanidina, o ferro ligado a transferrina se dissocia em ion férrico
que, por agdo da hidroxilamina, é reduzido a ion ferroso. Com a adigdo do
cromogeno Ferrozine, forma-se um complexo magenta brilhante, cuja
absorbancia medida em 560 nm é proporcional a concentragio de ferro na
amostra.

Utilizou-se para esta determinagdo, o kit para diagndstico in vitro da
ANALISA Diagnéstica LTDA.

2.2.3 Determinagio do ferro total do figado e do bago

O ferro total do figado e do bago dos animais foi determinado por
espectrofotometria de absorg3o atomica, segundo AOAC (1990).

Para esta dosagem, os oOrgdos congelados foram secos em estufa
ventilada a 65°C e submetidos a digestio nitro-perclérica para posterior leitura
em espectrofotometro de absorgdo atdmica da marca Varian, Spectr AA, 100, de
acordo com as técnicas descritas na AOAC (1990).

2.4 Anilises histopatoldgicas

O figado e o bago de cada animal, apos serem retirados, foram lavados
em solugdo salina fisiologica e armazenados temporariamente em solugio de
formol em tampdo salina-fosfato (formol & 10% em PBS), para posterior
processamento histolégico e inclusdo em blocos de parafina para obtengdo dos

cortes histoldgicos.
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Foram feitos cinco cortes seriados de 5 micrometros tanto do figado
quanto do bago que, posteriormente, foram corados segundo a técnica de
hematoxilina e eosina (H&E), e analisados microscopicamente por um

patologista.

2.5 Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC). O experimento foi dividido em cinco tratamentos com seis repetigdes
para cada grupo. Os resultados foram analisados por meio de analise de
variancia e teste F e os efeitos dos tratamentos, quando significativos, estudados
pela comparagio de médias pelo teste de Tukey (p< 0,05), utilizando o programa
estatistico MSTATC.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fase de deplecdo

As dosagens de hemoglobina durante a fase de indugio de anemia
encontram-se na Tabela 1. Os ratos foram considerados deficientes em ferro
quando houve diferenga estatistica entre os animais dos grupos experimentais e
o grupo controle, sem que houvesse diferenga estatistica entre os animais que
receberam dieta hipoférrica, que continha apenas 4,23 mg de ferro/kg de dieta.

TABELA 1 Niveis de hemoglobina (g/dL) e hematécrito (%) dos ratos dos cinco
tratamentos, dosados a0 28° dia apds a introdugdo da dieta controle (30 mg de
Fe/kg de dieta) ¢ da dieta hipoférrica (4,23 mg/kg de Fe).

Tratamentos Hemoglobina Hematécrito
(g/dL) (%)
Controle normal 11,318 1,63 a 31,5421+4462
Controle anémico 8533+1,16 b 24,967+4,04 b
Ferritina 8333+1,39 b 22,600+547 b
Soja 84001120 b 24217+372 b
Soja + Ferritina 8067+113 b 22,550+424 b
Teste F 6,276** 4,22]1%*
CV @) 14,73 17,58

**F significativo a 1%
Meédias seguidas pelas mesmas letras na coluna nio diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste Tukey

O nivel médio de hemoglobina dos animais em fase de deplecdo foi de
8,3 mg/dL, o que foi alcangado com 28 dias de dieta pobre em ferro. Tal indice
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de hemoglobina indica um grau de anemia moderado, mas que ja € capaz de
provocar uma diminuigdo dos estoques de ferro teciduais, como observado por
Borel et al. (1996).

3.2 Fase de replecio

3.2.1 Consumo de dieta e peso de animais

Nas Figuras 1 e 2 estdo representados o consumo de dieta (média diaria)
de cada grupo experimental e a evolugdo média do peso durante o experimento,
respectivamente. O consumo de dieta foi maior no grupo de animais que
consumiram a soja. O segundo maior consumo foi o do grupo controle, seguido
pelo da ferritina e o da soja com ferritina, sendo que estes dois nio diferiram
entre si.

O grupo com menor consumo de dieta foi 0 grupo anémico.

Consumo de raglo (g/dia)

Controle Feriitina  Anémico Soja Soja e
Feiritina

Tratamentos

FIGURA 1 Consumo médio de dieta (g/dia) dos cinco grupos experimentais, durante os
28 dias da fase de recuperagdo, apds a introdugio das dietas. Médias
seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, 1% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Peso (g)

1° dia 30° dia 55° dia

Tem po (dias)

Controle Anémico ferritina

soja —ee S0jalFerrit

FIGURA 2 Evolugio do ganho de peso (g) dos animais durante todo o experimento.
Meédias seguidas pelas mesmas letras nas linhas nédo diferem entre si, a 1% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

A evolugio de peso dos animais foi diretamente proporcional a ingestao
de dieta, sendo que todos os grupos experimentais foram estatisticamente iguais
ao controle e estatisticamente diferentes do grupo anémico ao 28° dia apos a
introdugdo das dietas. Apesar do fato de o grupo da soja com ferritina ndo ter
diferido também do grupo anémico quanto ao peso dos animais, observou-se que
houve normalizagio do crescimento nos ratos em recuperagao de anemia, em
comparagio com o controle, sendo que esta recuperagio foi menor no grupo da
soja com ferritina. Os pesos do inicio do experimento e do 30° dia (época que
foram introduzidas as dietas experimentais) ndo diferiram estatisticamente entre

sl.
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O fato de ambas as dietas que continham ferritina terem consumo
estatisticamente igual e ainda menor que o consumo das dietas de soja e controle
normal, levanta a hipdtese de os ratos terem rejeitado o sabor das dietas com
ferritina. Isso poderia explicar o motivo pelo qual estes animais consumiram
menos dieta e, consequentemente, pode ter representado a diferenga de ganho de
peso do grupo soja+ferritina com relagdo aos outros grupos experimentais.

Na Tabela 2 pode-se observar o consumo diario médio de ferro (ug/dia),
a perda nas fezes e a sua retengdo pelos animais, obtida por diferenga.

TABELA 2 Ingesta, perda e retengdo média de ferro * (ug/dia) dos ratos dos
cinco tratamentos, durante a fase de recuperagdo.

Tratamentos Ingesta de Fe [Fe] nas fezes Retencdo de Fe
(ng/dia) (ng/dia) (ug/dia)

Controle 674,70 a 592,742 76,3
Anémico 59,81 ¢ 5234 ¢ 75
Ferritina 709,02 a 161,70 be 5473
Soja 685,90 a 129,58 be 556,3
Soja/Ferritina 630,60 b 120,99 be 509,6
Teste F 820,279** 180.4*# _

CV (%) 429 13.22 _
*3F significativo a 1%

*F significativoa 5%

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nffo diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

! Ferro total dosado por espectrofotometria de absorglio atémica.

Como era de se esperar, a excregdo de ferro foi menor para os grupos em
recupera¢do de anemia e, portanto, a reteng3o de ferro foi maior nestes grupos (a
absorgio de ferro no intestino aumenta durante estados de caréncia deste
mineral).



A Tabela 3 faz uma relagdio entre o peso dos animais, seu consumo
diario de rag3o e a quantidade diaria de ferro ingerida por cada grama de peso
corporal dos animais.

TABELA 3 Ingestdo disria média de rago e de ferro ' (pg/dia), peso médio durante a
fase de recuperaciio e ingestiio média de ferro pug/g de peso corporal dos ratos

dos cinco tralamentos.
Tratamentos g;geslao Ingestdo de Fe  Peso médio dos l(n pi,esﬂ:ede Fe
w’ﬁ (ng/dia)  emimais(@r EECES

Controle 2249 b 674,70 a 170,48 3,98a
Anémico 14,15d 59,81 ¢ 141,08 042 b
Ferritina 19,75 ¢ 709,02 a 167,45 423a
Soja 2507 a 685,90 a 170,27 4,06a
Soja/Ferritina 20,27 ¢ 630,60 b 154,19 4,09a
Teste F 150,02** 820,279** - 149,157**
CV (%) 3,98 4,29 - 98

* Média de peso dos animais no periodo de recuperagiio.

**T significativo a 1%

Médias seguidas pelas mesmas Ictras na coluna nio diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
! Ferro total dosado por espectrofotometria de absorgéo atdmica.

Observando-se os dados da Tabela 3, percebe-se que, apesar de ter
havido diferenga estatistica entre os grupos quanto a ingestio de ragdo, nio
houve diferenga quanto a ingestdo diaria de ferro, quando a relacionamos ao
peso corporal dos animais. Tal fato nos leva a supor que a diferenca de peso
entre oS grupos experimentais, principalmente o da sojatferritina, deve-se mais
a0 maior consumo de nutrientes caléricos (como lipideos e carboidratos) do que

a um retardo de crescimento provocado pela deficiéncia de ferro na alimentacdo.
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3.2.2 Hemoglobina, hematécrito e componentes sangiiineos

A biodisponibilidade do ferro solivel da soja foi testada pela
comparagio da recuperagdo da anemia dos ratos alimentados com dietas
contendo, cada uma delas, diferentes fontes de ferro: uma com a ferritina de
bago de cavalo, outra com a soja pura e outra com a soja acrescida de ferritina.
Em todos os trés casos, a recupera¢do foi satisfatoria, como demonstram os
indices de hemoglobina e hematocrito (Tabelas 4 e 5).

Comparando-se as dietas de ferritina, soja e soja com ferritina, com o
controle normal (com FeSO,), verifica-se que os niveis de hemoglobina e
hematocrito ndo diferiram entre si, sendo estatisticamente iguais, no 28° dia da
fase de recuperagdo. O grupo da ferritina teve um nivel de hemoglobina que
correspondeu a 88,72% do valor controle e, apesar de ser o mais baixo entre as
trés ragbes testadas, foi maior que o valor do controle anémico, pelo teste de
Tukey. Ja os ratos alimentados com dieta & base de soja tratada termicamente
obtiveram um ganho médio de hemoglobina de 90,5% dos niveis do controle e
os animais do grupo que recebeu a soja tratada adicionada de ferritina, atingiram
97% do valor de hemoglobina dos animais controles. Tais resultados indicam
que a ferritina e a soja tratada termicamente foram capazes de curar a anemia
dos ratos.

Comparando-se os dados de hematdcrito também verifica-se que houve
diferenga estatistica entre os trés grupos teste e os animais anémicos, e que ndo
houve diferenga estatistica entre estes trés grupos e o controle normal, no nivel
de 1% de probabilidade pelo teste F. Com base nestes dados, podemos dizer que
o hematocrito dos ratos, em recuperagdo da deficiéncia de ferro, alcangou a
normalidade no 28° dia de tratamento com as dietas a base de soja tratada
termicamente e com ferritina como fonte de ferro.



Estes resultados também foram encontrados por Beard, Burton e Theil
(1996) em um estudo que testava a biodisponibilidade de ferro de variedades de
soja cultivadas nos EUA.

Quanto aos indices de concentragdo de hemoglobina celular média
(CHCM), mimero de hemacias e volume celular médio (VCM) nao foi detectada
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.

TABELA 4 Niveis de hemoglobina (g/dL) dos ratos dos tratamentos, dosados aos 12°,
20° e 28° dias apds a introducdo das dietas teste: ferritina (35,9mg de Fe/kg),
soja tratada (27,36 mg de Fe/kg) e da dieta de soja com ferritina (31,11 mg de

Fe /kg).
Hemoglobina (g/dl)
Tratamentos
12° dia 20° dia 28° dia
Controle normal 13,233+092a 12,600+ 148a 13,300+ 1,62a
Controle anémico 9,967+ 1,73 b 8973+122¢ 8,683+1,20b
Ferritina 10,183 £1,75bc  9,9501+035b 11,800+ 1,66a
Soja 8,733t1,11¢ 11,483 +£1,17a 12,083 +0,79a
Soja + Ferritina 8,150+1,87¢c 11,467+ 154 a 12,933 10,81 a
Teste F 11,846%* 7,035%* 12,343%#
CV (%) 14,58 11,07 10,82
**F significativo a 1%

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nio diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
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TABELA 5 Niveis de hematdcrito (%) dos ratos dos tratamentos, dosados aos 12°, 20°¢
28° dias apods a introducdo das dietas teste: feritina (35,9mg de Fe/kg), soja
tratada (27,36 mg de Fe/kg) ¢ da dieta de soja com ferritina (31,11 mg de Fe

/kg).
Hematoécrito (%)
Tratamentos
12° dia 20° dia 28° dia
Controle nonmal 34,200£6,93a 34,583+4,12a 32,350+893a
Controle anémico 32,587+526ab 31,933+249a 34,783 +4,48a
Ferritina 24,150+£495 bc  23,120+328 b 23,950+2,59 b
Soja 254171272 bc 31,7501+ 3,39a 34,083+259a
Soja + Ferritina 23,083+4,53 ¢ 33,300t547a 36,017+2,78a
Teste F 6,156%* 8,116%* 5,091**
C.V (%) 18,14 12,56 16,23
**F significativo a 1%

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nfio diferem entre i, a 1% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

A Figura 3 apresenta as concentragdes de ferro sérico (ug/dL). Os niveis
de ferro sérico foram estatisticamente maiores para os grupos ferritina, soja €
soja com ferritina, ndo diferindo entre si. O ferro sérico do grupo ferritina e o da
soja foram, inclusive, maiores que o ferro sérico do grupo controle. Ja o grupo
soja com ferritina nio diferiu estatisticamente do grupo controle, quanto ao teor
de ferro sérico. O grupo de ratos anémicos apresentou os menores indices de
ferro circulante no soro, sendo diferente de todos os outros grupos, com 99% de
probabilidade de acerto.

O ferro esta presente no soro associado a uma proteina: a apotransferrina
e mantém uma relag3o estreita com os estoques de ferro do organismo. Quando
seu nivel esta baixo, é um indicativo de alteragio no metabolismo do ferro (que
envolve a eritropoiese) e como é um valor que da idéia de como estio os
estoques de ferro por todo o organismo, pode indicar que estes estejam baixos
também (British Nutrition Foundation, 1995).
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controle  anémico ferritina s0fa sojaferrit.

tratamentos

FIGURA 3 Teores médios de ferro sérico (pg/dL) dos ratos alimentados com dietas que
tinham como fonte de ferro: a soja tratada termicamente, a ferritina de bago de
cavalo e a soja tratada termicamente associada com a ferritina; dosados no 28°
dia ap6s a introdugdio das dietas. Médias seguidas pelas mesmas letras nfo
diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A transferrina sérica ou plasmatica € o parametro mais sensivel do
balango de ferro negativo, pois ela cai somente com deficiéncia de ferro
verdadeira (Mahan e Scott-Stump, 1998). Portanto, pode-se perceber que os
grupos alimentados com a soja e a ferritina sairam do seu estado de balango
negativo de ferro, apesar de ndo ter sido detectada, nos tecidos, a completa
recuperagio em seus estoques de ferro, pois seus valores se mantiveram no
limite minimo do normal, como podemos notar na Figura 4, onde estdo
representados os valores do ferro total do figado.

Segundo a British Nutrition Foundation (1995), o ferro no figado varia
normalmente de 167,538 a 1675,38 pg/g de peso seco. O fato de os niveis de
ferro de estoque no figado estarem no limite minimo da faixa considerada como
referéncia para o normal, sugere duas possibilidades: ou a soja IAC PL-1 ndo fo1

tdo eficiente para a recuperacdo dos ratos anémicos quanto a ferritina e o FeSO,
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isoladamente, ou talvez ndo tenha havido tempo suficiente de consumo das
dietas com soja para que acontecesse a normalizagdo dos estoques de ferro neste
érgdo. Isto, principalmente quando consideramos a normalizagdo dos niveis de
hemoglobina e hematdcrito e os altos niveis de ferro sérico dos animais que
consumiram a dieta com a soja. Como estes dois dados sdo um indicativo de que
estes ratos estdo em recuperagdo de um estado de anemia, pode-se esperar que

também haja normalizagdo dos estoque de ferro nestes animais.
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FIGURA 4 - Teores médios de ferro total (pg/g) no figado de ratos, dosados ao final dos
28 dias de dieta experimental (baseado em matéria seca). Médias seguidas pelas
mesmas letras nas colunas nfo diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Tais resultados diferem um pouco do experimento realizado por Beard,
Burton e Theil (1996), que usaram outra cultivar de soja (o Tokyo). Essa
diferenca pode ter sido devida a dois fatores: primeiro, a cultivar Tokyo pode
possuir maiores quantidades de ferro solivel que a IAC PL-1 (39,0 ug/g e
26,82pg/g, respectivamente), e segundo porque os teores de ferro da dieta de



soja com ferritina eram 76% maiores no experimento com a cultivar Tokyo
(55mg de Fe/kg de dieta) que os teores utilizadas neste experimento (31,11 mg
de Fe/kg de dieta). Talvez, as diferengas observadas por estes pesquisadores
entre os animais alimentados com a dieta de soja e aqueles da dieta de soja com
ferritina, estejam relacionadas ao ao aumento da quantidade total de ferro
ingerida, o que nio ocorreu com a dieta feita com a IJAC PL-1 que, além disso,
manteve uma propor¢do de 50% de ferro da soja e 50% de ferro vindo da
ferritina de bago de cavalo.

Quanto a concentragio de ferro no bago dos animais, ndo foi detectada
diferenga significativa entre os grupos experimentais e 0 grupo anémico, mas
houve diferenga estatistica entre o controle normal e os demais grupos, como
mostra a Figura 5. Como o bago é também um orgdo de armazenamento de
ferro, pode-se dizer que a recuperagdo destes niveis de ferro pode nio ter sido
notada pelo fato de a cultivar ndo possuir um ferro biodisponivel como o FeSO,
ou simplesmente porque o tempo de consumo da dieta a base de soja, para o
completo restabelecimento dos estoques deste mineral no bago, ndo foi
suficiente.
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FIGURA 5 Concentrag@io média de ferro total (pg/g) no bago dos animais dos cinco
tratamentos, dosados ao 28° dia apds a introdugfo das dietas experimentais
(dados com base em matéria seca). Médias seguidas pelas mesmas letras nas
colunas nfio diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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3.3 Analises histopatoldgicas

Na Figura 6 pode-se observar o aspecto histologico do figado dos ratos.

FIGURA 6 Aspecto histologico do figado dos ratos controle (A),
anémicos (B), e do grupo soja (C), no 28° dia apos a introdugao das

dietas experimentais.

Tanto a histopatologia do figado quanto a do bago ndo apresentaram

alteragdes significativas que pudessem indicar algum efeito toxico da soja.
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O que observou-se foi somente uma discreta a moderada esteatose
hepatica macro e microvacuolar, predominantemente periportal, em todos os
grupos. Estas alteragdes, entretanto, t8m sido descritas em animais de biotério,
alimentados com ragdo comercial, ndo se correlacionando com dano fimcional
hepatico importante.

De acordo com o laudo do patologista, os grupos femritina, soja e soja
com ferritina ndo tiveram alteragdes comparativamente significativas.

Com relagdo aos bagos, todos os trinta animais mostraram aspectos
muito semelhantes entre si, sem grandes variagOes relacionadas com a
distribui¢do nos grupos.

Tais verificagdes nos levam a concluir que a alimentagdo com a soja ndo

provocou danos ao figado ou ao bago dos animais.
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5 CONCLUSOES

Todos os grupos de animais que receberam as dietas experimentais
ferritina, soja e soja + ferritina se recuperaram da anemia.

A dieta a base de soja (cultivar IAC PL-1) moida e tratada termicamente
a 95°C por uma hora foi capaz de recuperar os niveis de hemoglobina,
hematocrito e ferro sérico de ratos wistar fémeas, mas ndo recuperou plenamente
os estoques de ferro no figado e bago em relagdo aos animais controle, no
periodo de 28 dias de dieta a base de soja e soja com ferritina (sendo que estes
orgdos ndo sofreram nenhuma alteragdo funcional importante).

A soja moida e tratada termicamente a 95°C/1h também foi capaz de
recuperar o crescimento destes animais ¢ seu ganho de peso, podendo ser

considerada como uma auxiliar no tratamento de anemia ferropriva em ratos.
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TABELA 1A Composi¢do da mistura mineral sem ferro utilizada no
preparo das dietas.’

Ingredientes Quantidades por 100g de produto
Acido bérico Boro 1,426 mg
Carbonato de célcio Calcio 14,294 ¢
Carbonato de cobre Cobre 17,241 mg
Carbonato de manganés Manganés 30,000 mg
Carbonato de niquel Niquel 1,431 mg
Carbonato de zinco Zinco 86,000 mg
Citrato de potassio Potassio 10,287 g
Cloreto de litio Litio 0,285 mg
Cloreto de sodio Sodio 2,938 g
Fluoreto de sodio Fluor 2,872 mg
Fosfato monopotassico Fosforo 4.461g
ITodato de potéssio lodo 0,593 mg
Metasilicato de sddio Silicio 14,326 mg
Oxido de magnésio Magnésio 1,448
Paramolibdato de aménia Molibdénio 0,432 mg
Selenato de sodio Selénio 0,428 mg
Sulfato de cromo e potassio Cromo 2,865 mg
Sulfato de potassio Enxofre 0,860 g
Vanadato de aménia Vanadio 0,287 mg

I Mix salina AIN-93G, sem ferro da Rhoster indistria e comércio.



TABELA 2A Composigio dos ingredientes da mistura de vitaminas utilizada no

preparo das dietas.
Ingredientes Quantidade em 100g

Tiamina - Bl 60,00 mg
Riboflavina — B 2 60,00 mg
Piridoxina - B 6 70,00 mg

D- pantotenato de célcio 160,00 mg
Acido nicotinico 300,00 mg
Acido folico 20,00 mg

D - biotina 2,00 mg
Cianocobalamina — B 12 0.10 mg
Retinil palmitato 600,00 mg ou 40.000 Ul

DL - alfa tocoferol acetato E

500,00 mg ou 500 Ul

Colecalciferol - D 0,25 mg
Menadiona - vit. K 0,50 mg
Sacarose q.s.p 100.00g

Fonte: adaptada da AOAC (1984).
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