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RESUMO

CASTRO, Luiza Carla Vidigal, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2010. Efeitos da intervencdo com suplemento alimentar a
base de soro de leite adicionado de prebidtico no estado nutricional
de ferro e vitamina A em pré-escolares. Orientadora: Neuza Maria
Brunoro Costa. Co-orientadoras: Helena Maria Pinheiro Sant’Anna,
Célia Lucia Luces Fortes Ferreira, Sylvia do Carmo Castro Franceschini

A fortificagdo e suplementacdo de alimentos, aliada a educagdo
nutricional visam combater as caréncias de micronutrientes nos grupos mais
vulneraveis da populacdo. A administracdo de suplementos alimentares
pode ser uma estratégia eficaz no combate da anemia ferropriva ¢ da
deficiéncia de vitamina A em pré-escolares. Os objetivos do presente estudo
foram avaliar, em animais, a biodisponibilidade de ferro de um suplemento
alimentar a base de soro de leite, adicionado de inulina e enriquecido com
ferro, zinco, cobre e vitamina A; e, em humanos, avaliar a eficiacia do
suplemento na melhoria do estado nutricional de pré-escolares. No estudo
com animais foram utilizados 48 ratos machos Wistar recém-desmamados,
distribuidos em 6 grupos experimentais (n=8), com peso médio inicial de
55,86g. O método utilizado para a avaliagdao da biodisponibilidade de ferro
foi o de deplegdo/replecao de hemoglobina, adaptado para 21 dias de
deplecdo. Ao final do periodo, amostras de sangue foram coletadas por
incisdo da cauda dos animais para determinagdo da concentracdo de
hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina. Durante o

experimento, foram monitorados o peso corporal e o consumo alimentar
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para determinagdo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). O valor
relativo de biodisponibilidade (RBV) do suplemento foi calculado
considerando o padrdo (dieta controle com sulfato ferroso) com
biodisponibilidade igual a 100%. Os dados de ganho de peso, coeficiente de
eficiéncia alimentar e ganho de hemoglobina foram submetidos & analise de
variancia e teste de comparacao de Tukey utilizando-se o software Sigma
Statistic (p<0,05). Para analisar o comportamento da variagdo da
concentragdo de hemoglobina em relacao a concentragao de ferro nas dietas
usou-se analise de regressao linear. Na fase de replecdo observou-se
diferenca significativa (p<0,05) quanto ao ganho de peso e CEA entre os
grupos. O suplemento apresentou boa biodisponibilidade de ferro, com
valor relativo de biodisponibilidade de 76%, sendo, portanto, promissor na
melhoria do estado nutricional de ferro. Posteriormente realizou-se o estudo
com humanos em 4 creches municipais de Vigosa, MG, onde foram
recrutadas 110 criancas de 2 a 5 anos de idade. As criancas foram
submetidas a avaliagdes antropométricas (peso e altura), bioquimicas
(hemacias, hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular
médio — VCM, hemoglobina corpuscular média — HCM, ferro sérico,
ferritina e retinol sérico) e dietéticas (pesagem direta dos alimentos,
recordatdrio de 24 h e registro alimentar), no inicio e ao final do periodo de
45 dias de interveng¢dao. O suplemento (por¢ao de 30 g) foi servido
diariamente, no lanche da tarde, diluido em 100 mL de agua, 5
vezes/semana ¢ fornecia 30% das doses diarias recomendadas de ferro,
zinco, cobre e vitamina A. Os dados dietéticos e bioquimicos coletados no
inicio e final do experimento foram comparados pelo teste de Wilcoxon,
enquanto que, para os dados antropométricos, utilizou-se o teste-t pareado
(p < 0,05). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Vicosa. Os valores de z-escore para peso e altura foram
significantemente superiores apos a intervengdo. O mesmo foi observado
para os parametros bioquimicos eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,

VCM, HCM e ferritina ap6s a interven¢do. A inclusdo do suplemento
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aumentou significativamente a ingestao de nutrientes. O suplemento em po
mostrou ser eficaz na melhoria do estado nutricional e do perfil alimentar
de pré-escolares, indo ao encontro das politicas de seguranca alimentar e de

combate as caréncias nutricionais da populagao.
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ABSTRACT

CASTRO, Luiza Carla Vidigal, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2010. Effect of the intervention with alimentary supplement to the
base of milk whey added of prebiotic in the nutricional status of iron
and vitamin A in preschool. Adviser: Neuza Maria Brunoro Costa. Co-
advisers: Helena Maria Pinheiro Sant’Anna, Célia Lucia Luces Fortes
Ferreira and Sylvia do Carmo Castro Franceschini.

The fortification and supplementation of food, allied with nutritional
education aim to fight the lack of micronutrients in the most vulnerable
groups in the population. The administration of food supplements may be
an effective strategy in the fight of iron-deficiency anemia and deficiency of
vitamin A in preschool children. The purpose of this study was to evaluate,
in animals, the bioavailability of iron of a food supplement based on milk
whey, supplemented with inuline and enriched with iron, zinc, copper and
vitamin A and C; and, in humans, evaluate the efficiency of the supplement
in the improvement of the nutritional status of preschool children. In the
investigation with animals 48 male Wistar rats just out of lactation,
distributed in 6 experimental groups (n=8), with initial average weight of
55,86 g. The method used for the evaluation of bioavailability of iron was
depletion/repletion of hemoglobin, adapted to 21 days of depletion. At the
end of the period, blood samples were collected by incision in the tail of the
animals for the determination of the concentration of hemoglobin by the
cianometahemoglobin method. During the experiment, body weight and

food consumption was monitored for the determination of the food
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efficiency coefficient (CEA). The relative value of bioavailability (RBV) of
the supplement was calculated considering the standard (diet control with
ferrous sulfate) with bio availability equal to 100%. The data for gain in
weight, food efficiency coefficient and gain in hemoglobin were submitted
to analysis of variance and Tukey comparison test by means of the Sigma
Statistic Software (p<0.05). To evaluate the behavior of the variation of the
concentration of hemoglobin in relation to the concentration of iron used in
the diet linear regression analysis was carried out. In the repletion stage a
significant difference (p<0.05) was found with respect to gain in weight and
CEA between the groups. The supplement exhibited good bioavailability of
iron, with a relative value of bioavailability of 76%, being, thus, promising
in the improvement of the nutritional status of iron. Afterward a study with
humans was carried out in 4 county nursery schools in Vigosa, state of
Minas Gerais, Brazil, when 110 children were recruited with ages between
2 and 5 years. The children were submitted to anthropometric (weight and
height), biochemical (erythrocytes, concentration of hemoglobin, average
corpuscular volume — VCM, average corpuscular hemoglobin - HCM -,
seric iron, ferritin and serum retinol) and dietetic (direct weighing of the
food, 24 h recordatory, and food register) evaluations, in the beginning and
end of a 45 days period of intervention. The supplement (30 g portion) was
served daily in the afternoon snack, diluted in 100 mL of water, 5
times/week and supplied 30% of recommended daily doses of iron, zinc,
copper and vitamin A and C. The dietary and biochemical data collected in
the beginning and end of the experiment were compared by means of the
Wilcoxon test, whereas for the annthropometric data the paired t-test
(p<0.05) was used. The study was approved by the ethic committee of
Vigosa Federal University. The values of the z- scores for weight and height
was significantly superior after the intervention. The same was observed for
the biochemical parameters erythrocytes, hemoglobin, VCM, HCM and
ferritin after the intervention. The inclusion of the supplement increased

significantly the ingestion of nutrients. The powdered supplement showed
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to be effective in the improvement of the nutritional status and food profile
of preschool children, attending to the policies of nutritional security and

combat of nutrition deficiencies of the population.
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APRESENTACAO DA TESE

Esta tese é apresentada na forma de capitulos, assim distribuidos:

- Capitulo 1: Revisdo de literatura abordando a anemia ferropriva e a
deficiéncia de Vitamina A na populacdo, bem como a importancia do ferro
e da Vitamina A para a saude humana. Além disso, discute-se a fortificacéo
de alimentos e a suplementagdo alimentar como estratégias de combate as
caréncias nutricionais. Por fim, enfatiza-se os beneficios dos prebidticos e o

valor nutricional do soro de leite;

- Capitulo 2: Artigo original abordando a biodisponibilidade de ferro de
suplemento alimentar em ratos, referente ao estudo experimental com

animais;

- Capitulo 3: Artigo original com os resultados do estudo realizado com
criancas em que é discutida a eficicia de um suplemento a base de soro de
leite e adicionado de prebidtico no estado nutricional de ferro e vitamina A

em pré-escolares.

As referéncias bibliogréaficas sdo apresentadas ao final de cada

capitulo.



INTRODUCAO GERAL

A anemia ferropriva e a deficiéncia de vitamina A sdo relevantes
problemas de salde publica no Brasil e no mundo devido as suas elevadas
prevaléncias. Estudos mostram que a suplementacdo de vitamina A
melhora o estado nutricional de ferro e vice-versa. Entretanto, 0s
mecanismos envolvidos na associacdo entre ferro e vitamina A ndo estéo

bem esclarecidos.

A extensdo e a magnitude de deficiéncias nutricionais, como as de
ferro e vitamina A, sdo graves e, portanto, intervencbes especificas que
resultem em impacto positivo na salde das populacBes, tornam-se
imprescindiveis. Neste contexto, sdo prioritarias alternativas que visem o
combate a caréncia de ferro e vitamina A e que melhor se adaptem as
condicBes de cada regido. Dentre estas, uma das estratégias mais adequada
e recomendada é a fortificacdo de alimentos, com adicao de ferro e vitamina
A em alimentos direcionados aos grupos susceptiveis, como as criancas
(IOST etal., 1998; PIZARRO et al., 2002).

A utilizacdo do soro de queijo como veiculo para a fortificacdo
alimentar agrega valor nutricional e de mercado a este residuo da industria
de laticinios, além de reduzir os problemas ambientais gerados pelo seu

descarte nos mananciais. A adigdo de prebidtico ao suplemento agrega um
2



valor funcional ao alimento, dado os seus efeitos benéficos ja comprovados,

especialmente quanto ao aumento da biodisponibilidade de minerais.

O suplemento em pé é viavel para transporte, armazenamento e
utilizagdo na alimentacdo institucional, vindo ao encontro das politicas
nacionais de seguranca alimentar e de combate as caréncias nutricionais da

populacéo brasileira.

Diante disso, o presente estudo objetivou avaliar a eficacia de um
suplemento alimentar em p6, a base de soro de leite, fortificado com
vitaminas A e C, minerais ferro, zinco e cobre e adicionado de prebiotico na

melhoria do estado nutricional de ferro e vitamina A em pré-escolares.



CAPITULO 1

Revisao de literatura

1.1 — Anemia Ferropriva e a importancia do ferro na alimentagdo

A anemia afeta 1,62 bilhdo de pessoas, correspondendo a
aproximadamente um quarto da populacdo mundial e atingindo metade das
criancas em 1idade pré-escolar, principalmente em paises em
desenvolvimento (FABIAN et al.,, 2007, WHO, 2008). De acordo com
relatorio da Organizagdo Mundial de Satide (WHO, 2008), a prevaléncia de
anemia em criangas em idade pré-escolar (0 a 4,99 anos) no Brasil varia de
50 a 60%, o que caracteriza um moderado problema de saude publica. As
causas da anemia sao multiplas e estima-se que 50% sejam devido a
deficiéncia de ferro, tanto pela ingestdo inadequada do nutriente, quanto
pela sua baixa biodisponibilidade, bem como pelo aumento das
necessidades decorrentes de crescimento de tecidos e expansdo do volume
sanguineo, como ocorre com criangas e gestantes (WHO, 2001).

As necessidades corporais de ferro variam em fungdo da idade, sexo,
estado fisioldgico (gravidez e lactagdo) e patologico (infecgdes). Devido a
expansao do volume sanguineo e ao crescimento dos tecidos, gestantes e
criancas apresentam altas necessidades de ferro, sendo, portanto, mais
vulneraveis ao desenvolvimento da deficiéncia do mineral (DEMAEYER,

1989).



O teor de ferro na dieta ¢ determinado pela quantidade do mesmo
nos alimentos e pela sua biodisponibilidade que varia de acordo com a sua
forma quimica. Existem dois tipos de ferro que compdem a dieta e estdo
relacionados com o mecanismo da absorcao. O ferro heme — derivado da
hemoglobina e mioglobina — apresenta alta biodisponibilidade e ¢ absorvido
na faixa de 10 a 30%, diretamente pela mucosa intestinal ndo sofrendo
interferéncia de fatores da dieta; e o ferro ndo heme — derivado dos produtos
vegetais e dos demais produtos de origem animal, como ovo e leite —
apresenta biodisponibilidade varidvel. Os constituintes da dieta que
interferem na biodisponibilidade do ferro ndo-heme podem ser classificados
em estimuladores e inibidores. Entre os fatores estimuladores estdo as
carnes € os acidos organicos (citrico, malico, tartarico, latico e ascorbico). E
entre os inibidores da absor¢do estdo os polifendis (principalmente os
taninos, presentes nos chds, no café e alguns refrigerantes), fitatos
(presentes em farelos, leguminosas e cereais), fosfatos (ovos, leite e
derivados), oxalatos (espinafre, couve, repolho, folha de beterraba, cha,
cacau, etc), aditivos alimentares (acido etilenodiamina tetracético - EDTA)
e alguns minerais (célcio, zinco, cobre, cobalto, manganés). Dependendo da
presenca de tais substancias estimuladoras ou inibidoras, a absor¢do do
ferro numa refeicdo pode variar entre 1 a 30% em pessoas com boas
reservas de ferro (TUDISCO, 1988).

A recomendacgao para ingestdo diaria de ferro em criancas de 1 a 3
anos ¢ de 7 mg/dia, enquanto na faixa etaria de 4 a 8 anos ¢ de 10 mg/dia
(I0M, 2001).

Como conseqiiéncia da deficiéncia nutricional de ferro, instala-se a
anemia que ¢ definida para criangas pré-escolares como uma concentragcao
de hemoglobina abaixo de 11 g/dL. (WHO, 2007).

A caréncia de ferro ocorre no organismo de forma gradual e
progressiva, compreendendo os seguintes estagios (DEHOOD, 1998;
NOBREGA, 1998; PAIVA, 2000; FOSTER, 2004):



1° estagio: deplecdo dos estoques de ferro dos hepatocitos e
macrofagos do figado, baco ¢ medula 6ssea. A ferritina sérica ¢ utilizada
para avaliar as reservas corporais de ferro. Valores reduzidos (< 12 p/L)
sao um forte indicador de deplegdo de ferro, e valores elevados podem ser
observados na presenga de infecgdes, neoplasias, doencgas hepaticas,

leucemias e hipertireoidismo.

2° estagio: deficiéncia de ferro, que compromete a eritropoiese,
prejudicando assim a produ¢ao normal de hemoglobina e outros compostos
férricos, ainda que a concentragdo de hemoglobina ndo esteja reduzida.
Neste estagio, a concentragdo de ferro sérico (FeS) ¢ reduzida (FeS < 13
mmol/L). Esse €, portanto, um parametro bastante utilizado, apesar de ser
muito instavel. A concentracdo de FeS estd alterada na presenga de
processos infecciosos, podendo diminuir em poucas horas apds o
desencadeamento de uma infec¢do. A capacidade total de ligacao do ferro
(CTLF), que também ¢ utilizada para avaliar o ferro circulante, aumenta na
deficiéncia de ferro, mas diminui na inflamagdo, fornecendo assim
evidéncia para diferenciacdo das duas situagdes. Porém, deve ser avaliada
criteriosamente, uma vez que pode se encontrar dentro da faixa de
normalidade quando ambas, inflamagao e deficiéncia, coexistem. A CTLF
pode aumentar antes mesmo das reservas de ferro se exaurirem
completamente, refletindo deplecdo das reservas; no entanto, ¢ menos
sensivel que a ferritina. A faixa normal de CTLF varia entre 45 ¢ 70
mmol/L (250 - 390 mg/dL). A relagdo entre FeS e CTLF fornece a
saturacdo da transferrina. Uma redugdo na saturagao da transferrina de 15%
a 16% indica suprimento insuficiente de ferro para a produgdo de células
vermelhas; por sua vez, a elevagdo de 20% a 25% ¢ til para excluir a

deficiéncia de ferro.

3° estagio: anemia ferropriva, caracterizada pela diminui¢do dos

niveis de hemoglobina, e producdo de eritrocitos microciticos, com



prejuizos funcionais ao organismo. A hemoglobina ¢ o parametro
universalmente utilizado para definir anemia. O hematdcrito fornece
informagdes similares a concentragdo de hemoglobina, podendo ser
utilizado conjuntamente no diagndstico de anemia.

Neste estagio, as alteragdes no tamanho e na cor das células
vermelhas proporcionam uma informagdo util em relacio ao estado
nutricional de ferro. Os indices hematimétricos comumente utilizados sdo:
volume corpuscular médio (VCM), que avalia o tamanho médio dos
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eritrocitos; amplitude de variagdo do tamanho dos eritrocitos ou “red
distribution width” (RDW), que avalia a variabilidade no tamanho dos
eritrocitos; hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), que avaliam a concentracdo de

hemoglobina no eritrocito.

As conseqliéncias da anemia por deficiéncia de ferro na infancia
incluem comprometimento do sistema imunolédgico, do crescimento fisico e
desenvolvimento intelectual e da capacidade de regulagdo térmica
(GLEASON; SCRIMSHAW, 2007).

Assim, o equilibrio organico do ferro ¢ importante para a promog¢ao
de satde uma vez que o nutriente desempenha importantes funcdes no
organismo. Dentre elas, podemos citar a formacdo de globulos brancos;
transporte de O, e CO, no sangue; transferéncia de elétrons; reagdes de
oxidagdo — reducdo; producdo de energia celular; protecdo ao sistema
imunologico e producdo de anticorpos; conversdo de [3-caroteno em
vitamina A; sintese do coldgeno; formacao de purinas e, consequentemente,
acido nucléico; remocao de lipidios do sangue; detoxificacdo de drogas do
figado; sintese da carnitina, que ¢ necessaria para a oxidacdo de acidos
graxos na mitocondria; sintese de tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) que
influenciam na regulacdo da temperatura corporal (ASSAO et al., 2004;

COSTA, 2008; BRAGA, 2008).



Em criancas, o ferro desempenha importante papel no
desenvolvimento mental, estando suas agdes ligadas aos processos de
mielinizagcdo, sintese e funcdo de neurotransmissores (dopamina,
serotonina, catecolaminas e &cido gama-aminobutirico — GABA) e
metabolismo dos neurdnios das areas de memodria (BEARD; CONNOR,
1993).

O ferro ¢ componente de enzimas que regulam a divisdo celular no
sistema nervoso central (ribonucleotidio redutase), sintese de dopamina
(tirosina hidroxilase), mielinizagdo (delta 9- desaturase) e metabolismo
oxidativo (citocromo C oxidase). Em pré-escolares, estudos t€ém associado a
deficiéncia de ferro com diminuicdo de habilidades cognitivas,
principalmente da atencdo, disposicdo e rendimento escolar, além do
aumento da suscetibilidade as infecgdes e a desaceleragao do crescimento
(SOEWONDO et al, 1989; GRANTHAM-McGREGOR, 2001).

As anemias nutricionais t€ém sido combatidas por meio de medidas
preventivas e curativas baseadas na administragdo de sais de ferro como
suplemento medicamentoso e/ou fortificacdo de alimentos com ferro

(COZZOLINO, 1993; HUMA et al., 2007; BRASIL, 2008).

1.2 - Vitamina A

A vitamina A ¢ uma vitamina lipossoluvel essencial, requerida em
pequenas quantidades em importantes processos bioldgicos, como no ciclo
visual, na reprodu¢do, no desenvolvimento fetal, na funcdo imune, na
regulacdo da proliferacao e diferenciacdo de muitas células (BISWAS et al.,
2000) e em muitos outros processos metabodlicos igualmente importantes

para a saude de seres humanos (LIU et al., 2000).

No ciclo visual, a vitamina A ¢é necessaria para manter a

diferenciacdo normal da cornea € membranas conjuntivas, prevenindo a



xeroftalmia, como também dos fotorreceptores das ce€lulas bastonetes e
células cones da retina (I0OM, 2001).

Na fun¢do imune, a vitamina A ¢ importante para: a) manutenc¢ao
dos niveis circulantes de células Natural Killer que possuem atividade anti-
viral e anti-tumor; b) aumento da atividade fagocitica dos macrdfagos; c)
aumento na producdo de interleucina 1 e outras citocinas, que sao
importantes mediadores da inflamacdo e estimuladores da produgdao de
linfécitos T e B. Conseqiientemente, o crescimento, diferenciacdo e
ativagdo de linfocitos B requerem retinol (IOM, 2000; MARTINEZ &
MONTEIRO, 2008).

A vitamina A ¢ ainda necessaria para a integridade das células
epiteliais do corpo. O 4cido retindico ativa receptores (Receptor Acido
retindico - RAR e receptor Retindide X - RXR) nos nucleos, regulando a
expressao de varios genes que codificam a estrutura de proteinas (ex.
queratina), enzimas, proteinas da matriz extracelular, proteinas ligantes de
retinol e receptores (IOM, 2000).

As necessidades didrias da vitamina A foram baseadas em estudos
populacionais. Para criancas de 1 a 8 anos de idade, estudo em paises em
desenvolvimento indicaram que a xeroftalmia e baixas concentracdes de
retinol sérico (< 20 pug/dL) eram presentes em pré-escolares e escolares com
ingestdo média de 200 pg/dia. Porém, a ingestdo de 300 upg/dia foi
associada com concentragdes séricas de retinol acima de 30 pg/dL. Diante
disso, foram estabelecidas as recomendagdes de ingestdo de vitamina A,
segundo a faixa etaria: 300 pg/dia para criangas de 1 a 3 anos e 400 pg/dia
para criancas de 4 a 8 anos (IOM, 2000).

A deficiéncia de vitamina A ¢ a mais importante causa de cegueira
na infincia em paises em desenvolvimento e, também, contribui
significantemente para a morbi-mortalidade por doencas infecciosas. Dados
de 1995 a 2005 da Organizagdao Mundial da Satde estimam que a cegueira
noturna acometa, em média, 5,2 milhdes de criangas em idade pré-escolar,
no mundo, enquanto a deficiéncia bioquimica de vitamina A, caracterizada
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por concentracdo sérica de retinol abaixo de 0,70 mmol/L (20 mg/dL)
atinge 190 milhdes de pré-escolares, principalmente da Africa e Sudeste
Asiatico (WHO, 2009).

A deficiéncia de vitamina A ¢ causada tanto por fatores dietéticos
(ingestdo inadequada da vitamina pré-formada e/ou seus precursores
carotendides), como por fatores ecoldgicos, sociais € econOmicos, com 0s
quais a ingestdo deficiente coexiste com doengas infecciosas que causam
diarré¢ia e doengas respiratorias que prejudicam a ingestdo e absor¢cdo do
nutriente, caracterizando assim um ‘“‘sinergismo” que resulta na deplecao
dos estoques corporais da vitamina (DOLINSKY; RAMALHO, 2003;
RAMALHO; SAUDERS, 2003; WHO, 2009).

De acordo a Organizacio Mundial da Saude (WHO, 2009), a
prevaléncia de niveis séricos de retinol inferiores a 0,70 mmol/L (ou 20
mg/dL) em 2% a 10% da populacao indica problema de saude publica leve,
de 10% a 20%, problema moderado e maior ou igual a 20%, grave.
Segundo relatério da OMS a prevaléncia de deficiéncia bioquimica de
vitamina A no grupo pré-escolar do Brasil ¢ considerada grave problema de
saude publica (WHO, 2009).

Para o UNICEF (2005), o uso dos indicadores como sinais clinicos
(xeroftalmia, manchas de Bitot e cegueira noturna) e a avaliagdo bioquimica
fornecida pelos niveis de retinol no sangue, podem caracterizar a
deficiéncia de vitamina A como problema de satude publica.

Dentre os marcadores bioquimicos, a concentragdo sérica de retinol &
o mais utilizado para avalia¢dao do estado nutricional de vitamina A, ou seja,
o retinol sérico ¢ o indicador convencional de deficiéncia de vitamina A.
Niveis séricos de retinol abaixo de 10 pg/dL e 20 pg/dL sdo utilizados para
classificagdo de, respectivamente, deficiéncia grave e moderada de vitamina
A. Nao existe evidéncia direta de pontos de corte para valores de retinol
sérico a partir dos quais comecam a ocorrer conseqliéncias funcionais e

efeitos na morbi-mortalidade na populacdo. Por esta razdo, o ponto de corte

10



de 20 pg/dL tém sido proposto para indicar a necessidade de intervengao

(WHO, 1996; CRAFTI, 2001; TANUMIHARDIJO, 2004) .

1.3 - Fortificagdo de alimentos e suplementagdo alimentar como

estratégias de combate as caréncias nutricionais

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
alimentos fortificados ou enriquecidos sdo aqueles adicionados de um ou
mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou nao no alimento, com o
objetivo de reforcar o seu valor nutritivo € ou prevenir ou corrigir
deficiéncia(s) na alimentacao de grupos e/ou populacdes (BRASIL, 1998a).
Para ser classificado como alimentos enriquecidos ou fortificados ¢
necessario que 100 mL ou 100 g do produto, pronto para consumo,
fornegam, no minimo, 15% da ingestdo dietética de referéncia (IDR), no
caso de liquidos, € 30% da IDR, no caso de solidos (BRASIL, 1998a). Ja os
suplementos alimentares sdo definidos com alimentos que servem para
complementar com nutrientes a dieta didria de uma pessoa saudavel, em
casos onde sua ingestdo, a partir da alimentacdo, seja insuficiente ou
quando a dieta requerer suplementagdo. Devem conter um minimo de 25%
e, no maximo, 100 % da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitaminas
€ ou minerais, na por¢ao didria, ndo podendo substituir os alimentos, nem

serem considerados como dieta exclusiva (BRASIL, 1998 b).

A Politica Nacional de Alimenta¢ao ¢ Nutrigao (BRASIL, 2008) ¢
clara ao expor que, para combater as caréncias de micronutrientes nos
grupos mais vulneraveis da populagdo, além da suplementacao deve-se
também incentivar o consumo de alimentos-fontes dos nutrientes em
questdo (por meio da educacdo nutricional), bem como implementar agdes
de fortificacdo de alimentos de largo consumo popular, estratégia ja

utilizada por varios paises, inclusive o Brasil.
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Dados da literatura apontam que esta medida de intervengdo
(fortificagdo de alimentos com nutrientes) pode produzir resultados
equivalentes a suplementacdo medicamentosa, com menor relacao
custo/beneficio por individuo (HURREL, 1997; NILSON; PIZA, 1998;
BEINER; LAMOUNIER, 2003; HORTON, 2006).

O custo da fortificacao de alimentos com nutrientes ¢ bastante baixo,
comparado com os custos sociais das deficiéncias. Geralmente, os custos
com a fortificagdo de alimentos correspondem a menos de um dodlar/ano
para proteger um individuo contra deficiéncias de vitamina A, ferro, iodo,
zinco, além de outros nutrientes essenciais (HURREL, 1997; NILSON;
PIZA, 1998). De acordo com HORTON (2006), o custo per capita anual
para a fortificagdo de ferro, zinco e iodo é em torno de US$0.12, US$0.24 e
US$0.10, respectivamente.

Estudo realizado por SILVA (2003) em Vigcosa, MG, Brasil, mostrou
que uma bebida lactea fortificada com ferro e adicionada de probiodtico
apresentou custo médio de producdo correspondente ao iogurte batido,
evidenciando assim uma Otima relacdo custo/beneficio, dada a

superioridade nutricional da bebida lactea.

Segundo o Codex Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS
COMISSION, 1985), alguns critérios devem ser seguidos ao se adicionar
um ou mais nutriente aos alimentos, a saber:

* o0 nutriente deve estar presente em niveis abaixo da dose diaria
recomendada, em dieta de um segmento substancial da populagdo;

» o alimento a ser fortificado deve ser consumido pela maior parte dos
individuos do segmento necessitado da populacao;

e a adicdo do nutriente especifico ndo deve criar um desequilibrio
nutricional;

e o nutriente adicionado deve ser fisiologicamente disponivel, de
forma que seu valor nutricional seja mantido durante a vida de

prateleira do produto;
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e deve haver uma certeza razoavel de uma pessoa ndo ingerir
quantidades excessivas, que pode ser prejudicial;

e aadicao do nutriente ndo deve alterar as caracteristicas sensoriais.

Para atingir os grupos mais vulneraveis, dentre elas as criangas, 0s
alimentos fortificados devem estar inseridos em programas de alimentacao
escolar e em creches, pré-escolas e escolas estaduais e municipais, bem
como em cestas basicas para que haja melhor acesso aos produtos
fortificados (BRASIL, 2007).

A indastria de alimentos ja disponibilizou muitos alimentos
fortificados com varios nutrientes, dentre eles o ferro (leite, cereais, iogurtes
e certos tipos de queijo) que, entretanto, a populagdo de baixa renda nao
tem facil acesso a maioria desses alimentos.

No Brasil, em 2002, foi aprovada a fortificagdo compulsoria das
farinhas de trigo e milho com ferro e acido folico e as empresas tiveram um
prazo até junho de 2004 para se adequarem a esta normatizagdo. Outras
fortificagdes compulsdrias existem no Brasil ha mais tempo, como a de
10do e a de flaor. A fortificagdo de sal de cozinha com iodo € uma estratégia
de combate a deficiéncia do mineral adotada no Brasil desde 1953 e a de
flaor na agua desde 1975. Apesar de o Brasil dispor de alimentos
fortificados com vitamina A no mercado, ainda ndo optou por essa
estratégia como a¢do de saude publica por inexisténcia de dados
epidemioldgicos que embasem de forma segura e justifiquem a fortificagao
universal de alimentos para controle da deficiéncia no pais (BRASIL,
2007).

Os minerais utilizados para a fortificacio de alimentos sao
classificados como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food
and Drug Administration) (ROSADO, 2003). Segundo Name e Guerra
(2002) e Boccio e Yvengar (2003), a biodisponibilidade do composto
adicionado deve ser considerado na efetividade da fortificagdo de

alimentos.
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De acordo com Boccio e Yvengar (2003), varios compostos de ferro
podem ser utilizados na fortificagdo de alimentos e a solubilidade do
mesmo deve ser considerada para este fim. Dentre os compostos muito
soluveis em agua tem-se o sulfato ferroso, gluconato ferroso e lactato
ferroso; e, dentre aqueles ligeiramente soliveis em dgua, mas altamente
soluveis em solugdes acidas diluidas (como suco gastrico, por exemplo)
cita-se o fumarato ferro. O pirofosfato férrico ¢ insoltivel em agua a pouco
soluvel em solucdes acidas diluidas. Dentre os compostos de ferro
“protegidos”, tem-se o ferro aminoacido quelato.

Estudo realizado por Pérez-Exposito e colaboradores (2005), com 54
criancas mexicanas de 2 a 4 anos, utilizando metodologia com is6topos
estaveis, demonstrou que a incorporacdo de ferro nos eritrécitos foi maior
no grupo que recebeu suplemento (a base de leite em po) fortificado com
sulfato ferroso, comparado com o grupo que recebeu o suplemento com
fumarato ferroso. Além disso, a absor¢ao de ferro do sulfato ferroso
apresentou boa correlagdo com ferritina sérica (r=0,63, p=0,01).

Entretanto, segundo Hurrel (2002), alteragdes sensoriais sdo comuns
quando o ferro ¢ adicionado nos alimentos e os compostos de ferro com alta
biodisponibilidade, como sulfato e gluconato ferroso causam mudangas de
cor e sabor em diversos veiculos alimentares. Fontes menos biodisponiveis
e inertes, como pirofosfato férrico e formas de ferro elementar t€ém sido
comumente utilizadas na fortificagdo de alimentos em po e cereais. Embora
estes compostos ndo sejam tdo bem absorvidos quanto o sulfato ferroso,
eles ndo causam modifica¢des sensoriais.

Assim, além da biodisponibilidade, devem-se considerar também as
alteracdes sensoriais provocadas pela adi¢gdo do composto. De acordo com
Umbelino et al. (2001) e Hurrel (2002), o ferro aminoacido quelato e o
fumarato ferroso sdo tdo bem absorvidos quanto o sulfato ferroso e nao
causam mudancas de cor e sabor nos alimentos, como ocorre com o sulfato
ferroso. Hurrel (2002) relata uma média de RBV (Valor Relativo de

Biodisponibilidade) acima de 90% (95% em ratos ¢ 100% em humanos)
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para o fumarato ferroso. Da mesma forma, Mehansho (2006) encontrou um
alto valor de RBV (107%) do fumarato ferroso em relacdo ao sulfato
ferroso, em estudos com ratos submetidos ao método de deple¢dao e
replecao .

Segundo Name e Guerra (2002), entre os compostos de ferro
conhecidos, o ferro aminoacido quelato ¢ o que apresenta a maior
biodisponibilidade em fun¢do de sua estrutura quimica, ndo interagdo com
outros componentes da dieta, auséncia de efeitos colaterais e alta
aplicabilidade na tecnologia de alimentos.

Sakon (2008) avaliou a biodisponibilidade de compostos de ferro em
suplemento alimentar destinado a populagdo idosa. O estudo, realizado em
ratos, mostrou que o pirofostfato férrico apresentou biodisponibilidade
inferior ao sulfato ferroso, enquanto os compostos fumarato ferroso e ferro
aminodcido quelato apresentaram boa biodisponibilidade, sendo que o
ganho de hemoglobina observado entre o inicio e final da fase de reple¢ao
nao diferiu entre os grupos. Devido a boa biodisponibilidade e ao menor
custo (comparado ao ferro aminodcido quelato), o fumarato ferroso foi
considerado o mais promissor para a formulacao do suplemento.

Navas-Carretero e colaboradores (2007), em estudo experimental
com ratos, verificaram que os animais que receberam cacau em po
fortificado com ferro na forma de fumarato ferroso apresentaram maiores
concentragdes de hemoglobina e capacidade de ligacdo ao ferro que os
animais do grupo do pirofosfato férrico.

Quando se adiciona multiplos minerais aos alimentos, deve-se
considerar a possivel interacdo entre eles, bem como com a matriz do
proprio alimento, que podem comprometer a biodisponibilidade dos
nutrientes (NOCEK et al., 2006). Estas interagdes podem ser de forma
direta, quando ocorrem fendmenos competitivos durante a absor¢ao
intestinal ou utilizagdo tecidual e/ou indiretas, quando um mineral esta
envolvido no metabolismo do outro, de modo que a deficiéncia ou excesso

de um acarreta no prejuizo da fun¢dao do outro (BREMNER e¢ BEATTIE,
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1995). No caso do ferro, deve-se ter o cuidado de ndo prejudicar a
biodisponibilidade de calcio, cobre e zinco. A interagdo entre ferro e céacio
ocorre quando os minerais sdo ingeridos concomitantemente. A absorcao de
ferro ndo-heme ¢ reduzida pela metade quando o consumo de célcio ¢ de
300 mg por dia e esta redugdo ¢, provavelmente, devido a uma competi¢ao
no transporte de ferro na mucosa intestinal, possivelmente envolvendo a
mobilferrina. Porém os efeitos em longo prazo desta interagdo ndo foram
observados, possivelmente pela regulagdo compensatoria na absorcao do
ferro (YBARRA et al., 2001; COSTA, 2008). Segundo Dunn et al. (2006),
o antagonismo entre ferro, zinco e cobre envolve a proteina transportadora
de metal divalente (DMT-1), responsavel pelo transporte de ferro pela
membrana apical e de outros protons como o zinco, cobre € manganés; e
também no caso do zinco existe o antagonismo pela mobilferrina, proteina
responsavel pelo transporte intracelular de ferro, zinco, cobalto e chumbo,
causando competicdo pela absor¢do entre eles.

Além da biodisponibilidade e propriedades sensoriais, ¢ importante
considerar o custo do composto a ser utilizado na fortificagdo ou
suplementacao com ferro. De acordo com Hurrel (2002), o fumarato ferroso
apresenta custo relativo ao sulfato ferroso de 1,3, ou seja, 30% maior, mas

com a vantagem de causar menos alteracdes sensoriais no produto final.

1.4 - Prebioticos

Os prebidticos sdo definidos como ingredientes fermentdveis, porém
ndo digeriveis, cujos efeitos beneficiam o hospedeiro por estimular o
crescimento seletivo e ativar o metabolismo de bactérias promotoras da
saude no trato digestorio, principalmente as bifidobactérias (BURITI, 2005;
URGELL, 2005; SGARBIERI; PACHECO, 1999). Os ingredientes dos
alimentos com caracteristicas prebidticas geralmente exibem algumas

particularidades, como: limitada hidrolise e absor¢do no trato digestdrio
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superior; estimulagdo seletiva da multiplicagdo das bactérias benéficas no
colon; potencial para reprimir patdogenos e limitar viruléncia por processo
como a imunoestimulagdo e o estimulo da microbiota benéfica que
promove a resisténcia a colonizagdo por patogenos (BURITI, 2005).

A maior parte dos prebioticos esta no grupo dos frutanos, similares
estruturalmente a inulina. A inulina € um polissacarideo que pode ser
extraido das familias Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae e Compositae,
sendo a principal fonte a chicoria (Cichorium intybus). Dessa planta obtém-
se um polissacarideo complexo, que ¢ processado e transformado em
frutanos, como os frutoligossacarideos (FOS). Os FOS consistem de
moléculas de sacarose, nas quais uma ou duas outras unidades de frutose
sdo adicionadas por ligagdes a-(2-1) a molécula de frutose da sacarose. Os
derivados de sacarose sdo encontrados naturalmente em vegetais e plantas
como alcachofra, raiz de chicoria, dalia, dente de ledo, alho, cebola, banana
e outras. No entanto, a quantidade encontrada nesses alimentos € pequena,
exigindo consumo elevado para se obter o efeito funcional esperado. O FOS
pode, no entanto, ser extraido desses alimentos e concentrado (THAMER;
PENNA, 2005). Segundo Anjo (2004) doses de 4 a 5 g ao dia de FOS sao
suficientes para estimular o crescimento das bifidobactérias.

Em estudos experimentais, a administragdo de prebidticos como
inulina, oligofrutose, glicooligossacarideos e galactooligossacarideos tem
sido associada com melhor absor¢do e retencdo de varios minerais,
particularmente magnésio, célcio e ferro. Shols-Ahrenz e colaboradores
(2001) relatam que os possiveis mecanismos envolvidos na absor¢dao de
minerais estimulada por prebioticos sdo: a) os prebidticos, ao serem
fermentados pela microbiota bacteriana, produzem acidos graxos de cadeia
curta que reduzem o pH no lumen intestinal, promovendo melhor
solubilizagdo dos minerais. No caso especifico do ferro, o nutriente ingerido
pela dieta é reduzido para sua forma ferrosa (Fe™") que é mais solivel do
que o ferro na forma férrica (Fe™ ). O Fe™" atravessa a camada de muco

mais rapidamente para alcangar a borda em escova, onde ¢ ligado a
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proteinas ligantes de Fe, que transferem o ferro para dentro da célula; b) nas
vilosidades, verifica-se que a altura das criptas, o numero de células
epiteliais e, consequentemente, a absorcdo de ferro ¢ aumentada pelos

prebidticos.

1.5 - Valor nutricional do soro de leite

O soro de leite pode ser obtido em laboratorio ou na industria por
trés processos principais (ZINSLY et al., 2001):

a) precipita¢do pela acidificacdo com acido organico ou mineral em
pH 4,6 (ponto isoelétrico) a 20°C, seguida de centrifugacdo para obtengao
da caseina isoelétrica (que pode ser transformada em caseinatos) e de soro
acido;

b) pelo processo de coagulacdo enzimatica (enzima quimosina).
Como produtos deste processo t€ém-se o codgulo de caseinas, matéria-prima
para a producdo de queijos, € o soro ‘“doce”, assim chamado para se
diferenciar do soro acido, obtido no processo anterior;

c) separagdo fisica das micelas intactas de caseina por membranas,
obtendo-se como produto a caseina na forma micelar e o soro natural, sem
nenhuma alteragdo por agentes quimicos ou enzimaticos.

Portanto, a denominacao “soro” ¢ dada ao liquido remanescente apos
a precipitagdo e remocao da caseina do leite, sendo que seus principais
componentes sdo: a lactose (4,5% - 5,0%), as proteinas soluveis (0,6% -
0,8%), os lipidios (0,4% - 0,5%) e os sais minerais (8,0% - 10,0%) (SISO,
1996).

O soro de leite retém muitos nutrientes presentes no leite, mas ha
diferengas entre os soros acidos e doces. A média geral do percentual de
nutrientes do soro acido é de 72% e do soro doce, 59%, em relacdo ao leite
fluido. Na Tabela 1 encontra-se a composicao do leite, soro de leite acido e

soro de leite doce, todos fluidos, € na Tabela 2, a composi¢ao dos produtos
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em po. Na Tabela 3 tem-se o percentual de alguns nutrientes dos soros em

relagdo ao leite, considerando o estado fisico (fluido ou em po).

Em relagdo aos macronutrientes, a concentracdo de carboidratos

(lactose) € maior no soro. A retencdo de proteina ¢ em torno de 25%.

Tabela 1. Composi¢dao quimica do leite bovino fluido (3,25% de gordura),

soros acido e doce fluidos, por 100 mL do alimento.

Nutriente Uni- Valores por 100 mL

dade  Leite bovino Soro acido Soro doce
Calorias kcal 60 24 27
Proteinas g 3,22 0,76 0,85
Lipidios totais g 3,25 0,09 0,36
Carboidratos g 4,52 5,12 5,14
Fibra alimentar total g 0 0 0
Cinzas g 0,69 0,61 0,53
Calcio, Ca mg 113 103 47
Ferro, Fe mg 0,03 0,08 0,06
Magnésio, Mg mg 10 10 8
Fésforo, P mg 91 78 46
Potassio, K mg 143 143 161
Sodio, Na mg 40 48 54
Zinco, Zn mg 0,4 0,43 0,13
Cobre, Cu mg 0,011 0,003 0,004
Selénio, Se ng 3,7 1,8 1,9
Acido Ascorbico (Vitamina C)  mg 0 0,1 0,1
Tiamina (B;) mg 0,044 0,042 0,036
Riboflavina (B;) mg 0,183 0,14 0,158
Niacina mg 0,107 0,079 0,074
Acido pantoténico mg 0,362 0,381 0,383
Priridoxina (Bg) mg 0,036 0,042 0,031
Folato total ng 5 2 1
Cianocobalamina (B;) ng 0,44 0,18 0,28
Retinol (Vitamina A) ug 28 2 3
Acidos graxos saturados g 1,865 0,057 0,23
.Amdos graxos mono- g 0,812 0,025 0.1
insaturados
Acidos graxos poli-insaturados g 0,195 0,004 0,011
Colesterol mg 10 1 2

Fonte: USDA, 2009
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Tabela 2. Composi¢ao quimica do leite bovino em p¢ integral, soros acido e

doce em po, por 100 g do alimento.

Nutriente Uni- Valores por 100 g

dade Leite bovino Soro acido  Soro doce
Calorias kcal 496 339 353
Proteinas g 26,32 11,73 12,93
Lipidios totais g 26,71 0,54 1,07
Carboidratos g 38,42 73,45 74,46
Fibra alimentar total g 0 0 0
Cinzas g 6,08 10,77 8,35
Calcio, Ca mg 912 2054 796
Ferro, Fe mg 0,47 1,24 0,88
Magnésio, Mg mg 85 199 176
Fosforo, P mg 776 1349 932
Potassio, K mg 1330 2289 2080
Sodio, Na mg 371 968 1079
Zinco, Zn mg 3,34 6,31 1,97
Cobre, Cu mg 0,08 0,05 0,07
Manganés, Mn mg 0,04 0,015 0,009
Selénio, Se ug 16,3 27,3 27,2
Acido Ascorbico (VitaminaC)  mg 8,6 0,9 1,5
Tiamina (B;) mg 0,283 0,622 0,519
Riboflavina (B;) mg 1,205 2,06 2,208
Niacina mg 0,646 1,16 1,258
Acido pantoténico mg 2,271 5,632 5,62
Priridoxina (Bg) mg 0,302 0,62 0,584
Folato total ug 37 33 12
Cianocobalamina (B;) ng 3,25 2,5 2,37
Retinol (Vitamina A) ug 257 17 8
Acidos graxos saturados g 16,74 0,342 0,684
Ac1dos graxos mono- g 7.924 0.149 0.297
insaturados
Acidos graxos poli- g 0,665 0,021 0,034
insaturados
Colesterol mg 97 3 6

Fonte: USDA, 2009
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Tabela 3. Percentual de nutrientes no soro de leite em relagdo ao leite

bovino

% nutrientes em % nutrientes em relagcdo
relacdo ao ao
Nutriente leite fluido integral leite em po integral
Soro acido Soro doce Soro dcido  Soro doce
fluido fluido em po em po

Proteinas 23,6 26,4 44,6 49,1
Lipidios 2,8 11,1 0,0 0,0
Carboidratos 113,3 113,7 191,2 193,8
Cinzas 88,4 76,8 177,1 137,3
Calcio, Ca 91,2 41,6 2252 87,3
Ferro, Fe 266,7 200,0 263,8 187,2
Magnésio, Mg 100,0 80,0 234,1 207,1
Fosforo, P 85,7 50,5 173,8 120,1
Potéssio, K 100,0 112,6 172,1 156,4
Sodio, Na 120,0 135,0 260.,9 290,8
Zinco, Zn 107,5 32,5 188,9 59,0
Cobre, Cu 27,3 36,4 62,5 87,5
Manganés, Mn 66,7 333 37,5 22,5
Folato total 40,0 20,0 89,2 32,4
Cianocobalamina (B,) 40,9 63,6 76.9 72,9
Retinol (Vitamina A) 7,1 10,7 6,6 3,1
Colesterol 10,0 20,0 3,1 6,2

Fonte: USDA, 2009

Quanto aos minerais, ¢ interessante destacar o ferro, cujo teor ¢é
maior no soro, apesar de ambos (leite e soro) ndo serem boas fontes do
mineral. Isso pode ser explicado pela lactoferrina, proteina do leite que se
liga ao ferro, que migra para o soro, apos a coagulacdo da caseina. Para o
zinco, observa-se uma reten¢ao em torno de 30% no soro doce fluido. O
conteudo de zinco no soro acido € superior ao soro doce, provavelmente
pela influéncia do pH, que interfere na solubilidade de alguns compostos. A
retencdo de cobre também ¢ em torno de 30%. Quanto as vitaminas, no

processo de obtenc¢do do soro, a vitamina A fica retida no coagulo, uma vez
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que ¢ lipossoluvel. Ja a quantidade de vitamina C ¢ insignificante, tanto no
leite quanto no soro fluido.

O soro contém uma mistura rica e heterogénea de proteinas com
atributos funcionais, podendo ser utilizadas para fins nutricionais,
biologicos e em alimentos. O soro de leite bovino contém de 4 a 7 g de
proteina/litro, sendo que a concentracao real depende do tipo de soro (acido
ou doce), estagio de lactagdo e condigdes de processamento usadas na
producdo do queijo ou da caseina (WIT, 1998).

Tradicionalmente, o termo “proteinas de soro” refere-se as proteinas
do leite que permanecem no soro apos a separagdo da caseina ou a producao
de queijo. As principais proteinas do soro sdo a B-lactoglobulina e a a-
lactoalbumina, duas proteinas globulares de baixo peso molecular que
representam de 70 a 80% das proteinas do soro, seguidas da albumina sérica
e das imunoglobulinas. As imunoglobulinas incluem IgG, IgA e IgM, sendo
que a IgG corresponde a 80% do total das imunoglobulinas de leite bovino
(SGARBIERI, 2005).

Do ponto de vista nutricional, as proteinas do soro de leite
apresentam excelente composicdo em aminoacidos, alta digestibilidade e
biodisponibilidade de aminodcidos essenciais. Quanto a composi¢cao
aminoacidica, as proteinas de soro apresentam os aminoacidos essenciais
que atendem as recomendacdes para todas as idades. Apresentam elevadas
concentragdes dos aminoacidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e
lisina. As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente
absorvidas pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sangiiineas e
teciduais, sendo muito adequadas para situagdes de estresses metabolicos
(ZINSLY et al., 2001; SGARBIERI, 2005).

Na Tabela 4 encontram-se as principais proteinas do soro de leite

bovino
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Tabela 4. Distribuicao das proteinas do soro de leite bovino

Proteina Quantidade (g/L)
Proteinas Totais 5,6
Beta-lactoglobulina 3,2
Alfa-lactoalbumina 1,2
Albumina sérica bovina 0,4
Imunoglobulinas 0,7
Lactoferrina 0,1
Lisozima desprezivel

Fonte: adaptado de SGARBIERI (2005)

A funcionalidade das proteinas ¢ um fator complementar a qualidade
nutricional. Do ponto de vista tecnoldgico, as propriedades funcionais
importantes sdo aquelas que melhoram o comportamento tecnologico da
proteina, melhorando as caracteristicas sensoriais e de aparéncia dos
produtos que as contém. Dentre essas propriedades, as de maior interesse
sdo: solubilidade, capacidade de retencdo de 4gua e gordura, capacidade de
emulsificacdo e estabilidade de emulsdes, capacidade de formacdo de
espuma ¢ estabilidade de espuma, capacidade de geleificacio e
propriedades dos géis, formacao de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
(WIT, 1998), que podem ser explicadas pelas caracteristicas estruturais e
fisico-quimicas.

O concentrado protéico de soro de leite modifica as propriedades de
textura e dessoragem dos produtos aos quais € aplicado. Em trabalho
realizado por Antunes et al. (2004), foi observado aumento da firmeza e
coesividade e diminuicao da sinérese de iogurtes desnatados adicionado de
concentrado de proteina de soro.

Aproximadamente 64% (3,3g/L) da proteina do soro correspondem a
B-lactoglobulina, existindo como um dimero de 2 subunidades idénticas
com cada monomero contendo um grupamento sulfidrila (—SH) e duas
ligagdes dissulfeto (—S—S—). Cerca de 90% dos grupos —SH livres no
leite sdo provenientes da B-lactoglobulina. A a-lactalbumina corresponde a

19% das proteinas do leite precipitaveis por calor. Essa proteina existe
p precip p p
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como um mondmero contendo 4 ligagdes dissulfeto € nenhum grupamento
sulfidrila livre (SGARBIERI, 2005).

A molécula de beta-lactoglobulina (B-LG) apresenta em arranjo de
calice ou barril achatado capaz de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no
seu interior. Esse tipo de estrutura caracteriza uma familia de proteinas
denominadas lipocalinas, com propriedades funcionais de grande aplicagao
na industria de alimentos, como capacidade de emulsificagdao, formagao de
espuma, geleificacdo, aroma e sabor (MORR; FOEGEDING, 1990). A
estrutura da B-LG contribui para que ela seja uma proteina bastante estavel
em solu¢do em uma ampla faixa de pH (TAULIER; CHALIKIAN, 2001).

O soro de leite bovino e seus derivados protéicos sao considerados
alimentos/ingredientes funcionais fisioldgicos, pois promovem impactos na
saude nao apenas pelas propriedades nutricionais, mas também por atuar na
modulagao do metabolismo e nos mecanismos de defesa dos organismos
animal e humano (SGARBIERI; PACHECO, 1999; MICKE et al., 2002;
ROSANELI et al., 2002), a saber:

A) Estimulo a sintese de glutationa, apresentando, assim propriedades
antioxidante. A glutationa (GSH) ¢ uma molécula composta por trés
aminoécidos (cisteina, glicina e glutamato), que ¢ sintetizada no interior das
células e exerce sua atividade bioquimica por meio do grupamento
sulfidrila de sua estrutura. Por isso, a cisteina torna-se limitante na sintese
de GSH. O fornecimento de cisteina livre ndo ¢ recomendado por ser
facilmente oxidada. Por outro lado, a cisteina presente como cistina (duas
cisteinas ligadas por ligacdes dissulfeto), liberada durante a digestdo no
trato digestorio, ¢ mais estavel do que o aminodcido livre (ANDERSON,
1998). O soro de leite contém altas quantidades dos precursores de
glutationa, cistina e glutamilcistina, sendo, portanto, importante na
manuten¢ao dos niveis celulares de glutationa, que desempenha funcgao

metabolica como antioxidante celular (DAI-DONG et al., 1990).
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B) Inibicdo do crescimento tumoral, via aumento nas concentracoes
de glutationa que, por sua vez, estimula a imunidade, bem como pela
capacidade das proteinas do soro de leite de se ligarem ao ferro, pois este ¢
um agente mutagénico que causa danos oxidativos aos tecidos (BOUNOUS
et al., 1989). Além disso, o alto teor de cisteina das proteinas do soro tem
sido relacionado com apoptose em c¢lulas de cancer humano,
especialmente préostata ¢ mama (BOUNOUS; GOLD, 1991; DIAS, 2004;
CHATTERTON et al, 2006).

C) Inibicao de lesdes e ulceras no sistema digestoério, pois em estudos
com ratos foi demonstrado que a alfa-lactoalbumina (0-LA) do soro
desempenha funcao importante na prevengao de Ulcera gastrica causada por
etanol e por estresse (MATSUMOTO et al., 2001; MEZZAROBA et al,
20006).

D) Efeito anti-hipertensivo de peptideos derivados da hidrolise
enzimatica de proteinas de soro (beta-lactoglobulina e alfa-lactoalbumina)
que atuam na inibicdo da a¢do da enzima conversora da angiotensina I
(inativa) em angiotensina II (vasoconstritora e antidiurética) (SGARBIERI,
2004).

E) Reducao do colesterol hepatico e sanguineo, pela supressdo da
absorcao do colesterol decorrente da acdo de peptidios derivados da B-LG
(beta-lactoglobulina) bovina (NAGOKA et al., 2001).

F) Efeito no sistema imunologico via estimulo imunogénico da
glutationa (BOUNOUS; GOLD, 1991). Pesquisas mostram que adultos
infectados pelo HIV-I com suplementagdo alimentar a base de soro de leite,
apresentaram aumento dos niveis de GSH plasmatica e de células
mononucleadas e, consequentemente, maior sobrevida (BOUNOUS et al.,
1989; MICKE et al., 2002).

G) Efeito serotoninérgico, pelo fato de a alfa-lactoalbumina ser rica
em triptofano, o que pode aumentar o triptofano sanguineo que, por sua vez,

¢ precursor do neurotransmissor serotonina (SGARBIERI, 2004).

25



Em relagdo aos aspectos nutricionais e fisioldgicos, as proteinas do
soro do leite podem ser usadas em aplicagdes nutricionais, como formulas
enterais e infantis; na forma de proteinas nativas ou pré-digeridas contribui
com o ganho de peso em pacientes poOs-cirirgicos e geridtricos; numa dieta
de alimentos de baixa caloria; e na substituicdo de gordura, ou na
formulacao de alimentos e bebidas saudaveis (LEE, 1996; WIT, 1998). No
Brasil, a producdo de bebidas lacteas ¢ uma das principais opgdes de
aproveitamento do soro do leite, e as mais comercializadas sdo as bebidas
fermentadas, com caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte, e
bebidas lacteas nao-fermentadas (NEVES, 2001). Contudo, o
aproveitamento desse subproduto ainda ¢ pequeno. Estudo realizado no
Parand mostrou que o soro de leite ¢ utilizado na producdo de bebidas
lacteas e na producao de soro de leite em pd em um percentual médio de
19,4% (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001). Dados estatisticos da Empresa
Brasileira de Agropecuaria mostram que, entre os anos 2000 e 2004 houve
aumento de 15,4% na producdo brasileira de queijos. Em 2007, 34% do
leite industrializado em estabelecimentos sob o Servico de Inspecdo Federal
(SIF) foi destinado a fabricagdo de queijos, com producdo de,
aproximadamente, 450 mil toneladas de queijo e geracao de 4,05 milhdes
de toneladas de soro de leite (EMBRAPA, 2010). Estes nUmeros
demonstram a necessidade de alternativas para o beneficiamento do soro de

leite gerado nos laticinios.
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CAPITULO 2
Artigo original 1

BIODISPONIBILIDADE DE FERRO DE SUPLEMENTO
ALIMENTAR A BASE DE SORO DE LEITE EM RATOS

1- INTRODUCAO

A anemia afeta cerca de 25% da populacdo mundial, principalmente
em paises em desenvolvimento e, em 50% dos casos € devido a deficiéncia
de ferro (FABIAN et al., 2007; WHO, 2008). A anemia ferropriva tem sido
combatida por meio de medidas preventivas e curativas baseadas na
administracdo de sais de ferro como suplemento medicamentoso e/ou
fortificacdo de alimentos de largo consumo popular, estratégia ja utilizada
por varios paises, inclusive o Brasil (HUMA et al., 2007; BRASIL, 2007;
BRASIL, 2008).

A fortificacdo de alimentos pode produzir resultados equivalentes a
suplementacdo medicamentosa, com menor relacdo custo/beneficio por
individuo (HURREL, 1997; NILSON ; PIZA, 1998; HORTON, 2006).

Dentre os compostos utilizados para a fortificagdo de alimentos, o
fumarato ferroso e o ferro aminoacido quelato tém mostrado ser tdo bem
absorvidos quanto o sulfato ferroso e ndo causam mudancas de cor e sabor
nos alimentos (UMBELINO et al., 2001; HURREL, 2002). O fumarato

ferroso € um composto ligeiramente solivel em &gua, mas altamente
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solivel em solugdes acidas diluidas e no suco géstrico, indicando que este
sal apresenta alta biodisponibilidade (HURREL, 2002; BOCCIO;
I'YENGAR, 2003).

Portanto, considerando que a fortificacdo e a suplementacéo
alimentar constituem alternativas eficazes e vidveis para 0 combate a
anemia ferropriva em grupos vulneraveis da populacéo, o presente trabalho
visou avaliar, em animais, a biodisponibilidade de ferro de um suplemento

alimentar destinado a criancas em idade pré-escolar.

2- MATERIAL E METODOS

2.1. Suplemento alimentar

O suplemento alimentar foi produzido por uma empresa de
alimentos vinculada a Universidade Federal de Vicosa. A composicao
baseou-se em suplemento alimentar desenvolvido anteriormente por
SILVA e colaboradores (2008), com algumas modificagcdes, como
utilizacdo de ingredientes em po e adigéo de prebiotico (inulina).

O suplemento (Tabela 1) possui em sua cOmposicdo Soro e
concentrado protéico de soro de leite em pd, leite em po, sacarose,
maltodextrina, mix de vitaminas (retinol e &cido ascoOrbico) e minerais
(fumarato ferroso, sulfato de zinco e cobre), inulina, cacau em p6 e aroma

de chocolate.
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Tabela 1: Composic¢ao do suplemento alimentar

Componentes %
Maltodextrina (Corn Products) 20,0
Soro de Leite (Laticinios Morrinhos) 10,0
Concentrado Protéico de Soro de Leite (Doremus Alimentos) 15,0
Leite em PO Integral (Montelac Alimentos) 18,0
Sacarose (Alvinho) 19,0
Mix de Vitaminas (A e C) e Minerais (Fe, Zn e Cu) (M.Cassab) 6,0
Inulina (Orafti) 10,0
Aroma de Chocolate (Lapiendrius Flavors) 0,5
Cacau em P4 (Lapiendrius Flavors) 1,5
Total 100,0

2.2. Animais

Foram utilizados 48 ratos machos jovens (Rattus novergicus
variedade albinus) da linhagem Wistar, recém-desmamados, provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, da

Universidade Federal de Vicosa, com peso inicial médio de 55,86 g.
2.3. Dietas experimentais

As dietas foram preparadas de acordo com as necessidades
nutricionais dos animais, conforme composicdo da dieta AIN-93G,

segundo REEVES et al. (1993).
A composicdo das dietas estd apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicéo das dietas (g/kg mistura) por grupos experimentais

Fase de
deplecao Fase de replecéo
Sulfato ferroso Suplemento alimentar

Componetes/concentragao AIN-93G 6mg/kg 12mg/kg 24 mg/kg 6mg/kg 12mg/kg 24 mg/kg
FeS0.(mg) - 74,46 148,92 297,84 - - -
Albumina (Nutryclin Alimentos®) 200 500 500 500 449,73 399,45 298,91
Maltodextrina (Nutryclin Alimentos®) 132 330 330 330 330 330 330
Sacarose (Acucar Unido®) 100 250 250 250 250 250 250
Oleo de soja ABC 70 175 175 175 159,96 144,91 114,81
Fibra (celulose microfina) (Synth) 50,0 125 125 125 125 125 125
Mistura de minerais sem ferro (*) 35,0 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5
Mistura de vitaminas (Rhoster®) 10,0 25 25 25 25 25 25
L cistina (Rhoster®) 3,0 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Bitartarato de Colina (Rhoster®) 2,5 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Amido de milho (Pink Alimentos) 132 993,67 993,6 993,45 825,78 657,83 321,91
Suplemento alimentar (Nutryclin Alimentos®) - - - - 233,28 466,56 933,12

* Preparada no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutri¢do e Sadde da UFV-MG-Brasil.
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2.4. Delineamento experimental

O método utilizado para a avaliacdo da biodisponibilidade foi o de
deplecéo/replecdo de hemoglobina, segundo a técnica da AOAC (1998),
adaptado para 21 dias a deplecdo. No periodo de deplecdo, os animais
foram alimentados com dieta AIN-93G (REEVES et al, 1993) sem adicéo
de ferro & mistura de minerais, com o objetivo de induzir a deficiéncia de
ferro. Os animais receberam agua deionizada e dieta ad libitum durante
esta fase.

Ao final do periodo, amostras de sangue foram coletadas por incisdo
da cauda dos animais para determinagéo da concentracdo de hemoglobina.
A determinacdo dos niveis de hemoglobina foi feita pelo método da
cianometahemoglobina (AOAC, 1984), utilizando-se o kit para diagnostico
colorimétrico “in vitro” da ANALISA DIAGNOSTICA LTDA. Apo6s
seccdo da porgédo terminal da cauda de cada animal, o sangue foi gotejado
em placa de vidro e imediatamente coletado com micropipeta. Uma
aliquota de 20 pL de sangue foi misturada com 5 mL de solucdo de cianeto
e ferricianeto de potassio (solucdo Drabkin). Neste método, o ion ferroso
(Fe*®) da hemoglobina é oxidado para o estado férrico (Fe*®) pelo
ferricianeto de potassio, formando a metahemoglobina, que se combina
com o cianeto de potassio, formando cianeto de metahemoglobina, cuja
intensidade de cor foi medida a 540 nm em espectrofotdbmetro
SHIMADZU, UV-1601.

No periodo de replecdo (14 dias), foram constituidos seis grupos de
oito ratos cada, distribuidos de forma que as médias da concentracdo de
hemoglobina fossem as mais proximas possiveis entre os grupos. Na dieta
foram fornecidos aos animais 6, 12 ou 24 mg/kg de ferro provenientes do
produto teste (suplemento alimentar) ou de sulfato ferroso (dieta controle).

Cada animal recebeu uma quantidade controlada de dieta (16 g/dia)

e 4gua deionizada ad libitum. Ao final da fase de replecdo, amostras de
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sangue foram coletadas por incisdo da cauda dos animais para nova
determinacdo da concentracdo de hemoglobina.

Para calculo da concentragdo de hemoglobina das amostras de
sangue foi utilizado como referéncia, o valor de leitura da absorbancia de
uma solugéo padrdo de hemoglobina de concentragcdo correspondente a
11,4 g/dL (QUIMICA BASICA, Belo Horizonte, MG).

A Eficiéncia na Regeneracdo de Hemoglobina (HRE) foi calculada

utilizando a seguinte férmula:

HRE (%) = [100 x (mg Fe da Hb final — mg Fe Hb inicial)]/Fe consumido

sendo:
mg Fe da Hb inicial = [peso inicial (g) x Hb inicial (g/dL) x 6,7 x 0,335] /1000
mg Fe da Hb final = [peso final (g) x Hb final (g/dL) x 6,7 x 0,335] /1000

Nesta equacdo considera-se que o volume do sangue corresponde a
6,7% do peso corporal do animal; e o conteudo de ferro da hemoglobina é
0,335 (HARO-VICENTE et al., 2008). O consumo de ferro (Fe) foi
calculado considerando-se a quantidade total de dieta consumida e o
contetdo de ferro dessa dieta, sendo calculado para cada animal, segundo a

férmula abaixo:

Consumo de Fe = Consumo de dieta total na fase 2 x Ferro da dieta (mg/1000q)
1000

Durante o periodo experimental, foram monitorados o peso corporal
e 0 consumo alimentar para determinacdo do coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA), calculado pela razéo entre o ganho de peso do animal (g)

e 0 consumo alimentar (g).
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O Valor Relativo de Biodisponibilidade (RBV) do suplemento foi
calculado considerando o padrdo (dieta controle com sulfato ferroso) com

biodisponibilidade igual a 100%.

2.5. Analise Estatistica

Para determinar se houve diferenca entre 0s grupos quanto ao ganho
de peso, coeficiente de eficiéncia alimentar e ganho de hemoglobina foram
realizados analise de variancia e teste de comparacao de Tukey utilizando-
se o0 software Sigma, v. 2.0, adotando-se nivel de significancia de 5%. Para
analisar o comportamento da variagéo da concentracdo de hemoglobina em
relacdo a concentracdo de ferro nas dietas usou-se analise de regressdo
linear (Microsoft Excel, 2000)

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O ganho de peso e o consumo alimentar dos animais e o coeficiente
de eficiéncia alimentar da dieta consumida no periodo de deplecdo nédo
apresentaram diferencas entre os animais.

Na fase de replecdo (Tabela 3), no entanto, houve diferenca
significativa (p<0,05) quanto ao ganho de peso e CEA. O ganho de peso e
0 CEA do grupo do suplemento com 12 mg/kg de ferro foram
estatisticamente superiores ao ganho de peso e CEA dos grupos de sulfato
ferroso com 6 mg/kg (p=0,005 e p=0,03, respectivamente) e 12 mg/kg
(p=0,002 e p=0,02, respectivamente), bem como do suplemento com 6
mg/kg (p=0,009 e p=0,02, respectivamente). Também observou-se
diferenca significante entre o ganho de peso do grupo sulfato ferroso 12

mg/kg com o grupo sulfato ferroso 24 mg/kg (p=0,013)..
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Tabela 3- Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar dos grupos experimentais no periodo de replecéo
(média £ desvio-padrao).

Grupo Experimental Ganho de peso (9) p Consumo alimentar (g) p Coeficiente de eficiéncia p
alimentar (CEA)

Sulfato ferroso 6 mg/kg 40,87 + 13,33 203,26 + 16,60 0,20 + 0,06°

Sulfato ferroso 12 mg/kg 38,42 +9,43 0,05 199,41 + 18,45 0,09 0,19 + 0,06 0,28

Sulfato ferroso 24 mg/kg 51,75+ 8,48 216,97 + 11,35 0,24 +0,05°

Prebinho 6 mg/kg 45,00 + 10,64 207,84 + 23,79 0,21+ 0,04

Prebinho 12 mg/kg 60,85 + 7,15 0,01 214,56 + 8,04 0,79 0,28+ 0,03 0,02

Prebinho 24 mg/kg 55,85 + 8,31 209,55 + 21,69 0,27+ 0,05

Sulfato ferroso x prebinho: Ganho de peso: p=0,33; consumo alimentar: p=0,38; CEA: p=0,92.
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Tabela 4- Consumo de ferro, Ganho de hemoglobina (GHb), ganho de hemoglobina (GHb) por miligrama de Ferro consumido e eficiéncia na

regeneracdo de hemoglobina (HRE) na fase de replecdo (média + desvio-padrao).

Grupo Experimental Consumo de ferro  Ganho de Hemoglobina Ganho de hemoglobina HER
(mg) GHb (g/dL) (GHb)/ mg de Fe consumido

Sulfato ferroso 6 mg/kg 1,22 +0,09° 0,43 +0,83° 0,35 + 0,64° 61,25 + 19,97°
Sulfato ferroso 12 mg/kg 2,39 +0,22° 1,26 +1,28° 0,50 +£0,51° 44,01 + 13,75°
Sulfato ferroso 24 mg/kg 5,21+0,27c 2,83 +0,91° 0,54 +0,16° 37,34 +5,78"
Prebinho 6 mg/kg 1,24 +0,14° 0,73+1,17° 0,55+ 0,88° 68,77 + 42,66
Prebinho 12 mg/kg 2,57 +0,09° 1,19 + 0,80° 0,47 £ 0,33 51,90 + 15,25
Prebinho 24 mg/kg 5,03 £ 0,52° 2,51 +0,67° 0,51 +0,16° 37,81 + 10,09

OBS: Letras iguais entre os grupos, por coluna: ndo ha diferenca estatistica (p>0,05); letras diferentes, ha significancia estatistica (p<0,05) pelo teste de comparacgdo de Tukey.
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Na Tabela 4, apresenta-se a variagdo na concentracdo de
hemoglobina nos diferentes grupos experimentais. Houve diferencas
significantes entre os niveis de ferro dos grupos, tanto para o sulfato
ferroso quanto para o prebinho. Porém, as diferencas entre o grupo controle
(sulfato ferroso) e o grupo teste (prebinho), considerando o0 mesmo nivel de
ferro (24 mg/kg), néo foi significativa. Para os demais niveis, isto &, 6 e 12
mg/kg de ferro, ndo foi realizado o teste de Tukey devido auséncia de
diferenca significante entre duas médias que justificasse a comparacéo.

Foram realizadas analises de correlagcdo para verificar associacdes
entre consumo de ferro, ganho de hemoglobina, ganho de hemoglobina por
grama de ferro consumido e HRE. Houve correlacdo positiva significativa
entre ganho de hemoglobina por grama de ferro consumido e HRE nos
grupos do suplemento com 6 mg/kg de ferro (r=0,99, p<0,001), 12 mg/kg
(r=0,94, p<0,05) e 24 mg/kg (r = 0,91; p < 0,05), e ganho de hemoglobina
e HRE nos grupos do suplemento com 6 mg/kg de ferro (r=0,99, p<0,001),
12 mg/kg (r=0,94, p<0,05) e 24 mg/kg (r = 0,79; p < 0,05), estando, estes
dados, de acordo com a literatura (HARO-VICENTE et al., 2009). Estes
dois indices sdo aplicaveis para estudos em que nao se consegue controlar
0 consumo alimentar de ferro, pois leva em consideragédo a quantidade de
ferro consumida para avaliar o ganho de hemoglobina (HARO-VICENTE
et al., 2009).

A Figura 1 apresenta o ganho de hemoglobina (Hb) no periodo de

replecdo. As equacdes derivadas da regressao foram:

Sulfato ferroso: Y= 0,1324[Fe] — 0,3486, R2 = 0,5330
Prebinho: Y= 0,1007[Fe] + 0,0671, Rz = 0,4450
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Figura 1- Ganho de hemoglobina no periodo de replecdo (g/dL).

A partir das equacdes foi obtido o Valor Relativo de
Biodisponibilidade (VRB) do suplemento, dividindo a inclinacdo da sua
reta pela do sulfato ferroso. O valor encontrado foi de 76%, ou seja, 0
suplemento fortificado apresentou boa biodisponibilidade de ferro sendo,
portanto, promissor na melhoria do estado nutricional.

Como a biodisponibilidade relativa deste mineral na dieta a base do
suplemento foi boa, isso pode ser um fator que proporcionou ganho de
peso nos grupos com maior concentracdo de ferro. O ferro € um mineral
responsavel por uma série de reacGes enzimaticas que contribuem para a
sintese de protéica e crescimento celular (YBARRA et al., 2001).
Observou-se diferenca entre o grupo do suplemento 12 mg/kg com o
sulfato ferroso 12 mg/kg, ou seja, com a mesma concentracdo de ferro, o
que pode ser justificado pela qualidade protéica do soro de leite, bem como
pela adicdo de outros minerais responsaveis pelo crescimento e ganho de
peso no suplemento, como o zinco, que auxilia no paladar e melhora o
apetite e € co-fator para muitas enzimas responsaveis pelo crescimento
(BOAVENTURA et al., 2003), além do fato de o produto apresentar uma

distribuicdo adequada de energia para suprir as necessidades do animal.
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Comparando o grupo do suplemento fortificado com fumarato
ferroso com o grupo do sulfato ferroso, ndo houve diferencgas entre eles
para 0 ganho de hemoglobina, considerando a mesma concentragcdo de
ferro. Assim, o fumarato ferroso foi tdo bom quanto o sulfato ferroso na
melhoria do estado nutricional de ferro, estando de acordo com a literatura.
Navas-Carretero e colaboradores (2007), em estudo experimental com
ratos, também verificaram ganhos satisfatorios nas concentracfes de
hemoglobina e capacidade de ligagdo ao ferro em animais que receberam
cacau em p¢ fortificado com ferro na forma de fumarato ferroso. Segundo
Lynch (2005), cereais fortificados com fumarato ferroso apresentaram
RBV de 95% em estudos com ratos e 100% em humanos.

No presente estudo, o valor relativo de biodisponibilidade de 76%
pode ser justificado pela composicdo do suplemento que, por conter leite e,
consequentemente célcio, pode ter contribuido para uma possivel interacdo
entre 0s minerais, comprometendo, de certa forma, a biodisponibilidade de
ferro. Por outro lado, merece destacar também a presenca de outros
nutrientes que melhoram a biodisponibilidade do ferro, como as vitaminas
A e C (HURREL and EGLI, 2010).

A fortificagcdo de alimentos com ferro deve ser cuidadosamente
avaliada ndo apenas sob o aspecto da biodisponibilidade, mas, também,
sensorial, visto que alteracBes sensoriais sao comuns quando o ferro €
adicionado aos alimentos. Compostos de ferro com alta biodisponibilidade,
como sulfato e gluconato ferroso causam mudancas de cor e sabor em
diversos veiculos alimentares. Por isso, compostos de ferro alternativos
tém sido propostos e, dentre eles, o fumarato ferroso tem mostrado ser t&o
bem absorvidos quanto o sulfato ferroso e ndo causa mudancas de cor e
sabor nos alimentos (UMBELINO et al.,, 2001; HURREL, 2002). O
fumarato ferroso € um composto ligeiramente solivel em agua, mas
altamente soltvel em solucdes acidas diluidas e no suco gastrico, indicando
que este sal apresenta alta biodisponibilidade (HURREL, 2002; BOCCIO;
IYENGAR, 2003). Além da biodisponibilidade e propriedades sensoriais, €
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importante considerar o custo do composto a ser utilizado na fortificacdo
ou suplementacdo com ferro. De acordo com Hurrel (2002), o fumarato
ferroso apresenta um custo relativo ao sulfato ferroso de 1,3, ou seja, 30%
maior, mas com a vantagem de causar menos alteracdes organolépticas no

produto final.

4. CONCLUSAO

Em ratos, o suplemento alimentar a base de soro de leite,
enriquecido com ferro, vitamina A, é&cido ascorbico, cobre, zinco e
prebidtico apresentou alta biodisponibilidade de ferro, correspondente a

76% em relacéo ao sulfato ferroso.
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CAPITULO 3
Artigo original 2

EFICACIA DE UM SUPLEMENTO A BASE DE SORO DE LEITEE
ADICIONADO DE PREBIOTICO NO ESTADO NUTRICIONAL DE
FERRO E VITAMINA A EM PRE-ESCOLARES

1. INTRODUCAO

A anemia e a deficiéncia de vitamina A sdo as caréncias nutricionais
mais relevantes no Brasil e no mundo devido as suas elevadas prevaléncias
e impacto na saude publica (WHO, 2009). Em Vicosa, entre as criancas de
12 a 60 meses a prevaléncia de anemia e de anemia grave ¢ de 63,2% e
43,5%, respectivamente (MIRANDA et al.,, 2003). Em duas creches
municipais de Vigosa, Silva (2000) encontrou prevaléncias de anemia de
25,0% entre criancas de 24 a 35 meses, 17,2% na faixa etaria de 36 a 47
meses, 7,8% nas criancas com 48 a 59 meses e 5,5% naquelas com idade
entre 60 e 72 meses. Em média, a autora encontrou prevaléncia de 11,2 %
de anemia. Ja a prevaléncia de deficiéncia de vitamina A encontrada por
Magalhaes e colaboradores (2001) em pré-escolares de Vicosa foi de 15%.

A extensdo e a magnitude de deficiéncias nutricionais, como as de

ferro e vitamina A, sdo graves e, portanto, intervencdes especificas que
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resultem em impacto positivo na saide das populagdes, tornam-se
imprescindiveis.

Neste contexto, sdo prioritarias alternativas que visem o combate a
caréncia de ferro e vitamina A e que melhor se adaptem as condigdes de
cada regido. Dentre estas, uma das estratégias mais adequada e
recomendada ¢ a fortificacdo de alimentos com ferro e vitamina A,
direcionada, particularmente, aos grupos suscetiveis (IOST et al., 1998;
PIZARRO et al., 2002; BRASIL, 2007).

A utilizacdo do soro de leite como veiculo da fortificacdo desses
nutrientes agrega valor nutricional e de mercado a esse residuo da industria
de laticinios, além de reduzir os problemas ambientais gerados pelo seu
descarte nos mananciais (RICHARDS, 2002).

A adicao de prebidtico ao produto agrega um valor funcional ao
alimento, dado os seus efeitos benéficos ja comprovados na literatura
cientifica, especialmente quanto ao aumento da biodisponibilidade de

minerais (SHOLS-AHRENZ et al., 2001).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a eficacia de um produto a base de soro de leite, fortificado
com ferro, zinco, cobre e vitaminas A e C e adicionado de prebidtico, na

melhoria do estado nutricional de pré-escolares.

2.2. Objetivos Especificos:

e Avaliar as medidas antropométricas (peso e altura) dos pré-escolares
antes e apds a intervencdo com um produto em po fortificado com
ferro, zinco e vitaminas A e C adicionado de prebidtico.

e Avaliar o estado nutricional relativo ao ferro e a vitamina A dos pré-

escolares antes e apds a intervengao.
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e Avaliar o consumo alimentar dos pré-escolares antes, durante e apos

a intervengao.

3. CASUISTICA E METODOLOGIA

3.1. Populacéo de estudo

O estudo foi realizado em quatro creches municipais de Vigosa, MG,
onde foram recrutadas criangas em idade pré-escolar cujos indices de
hemoglobina (Hb) eram iguais ou superiores a 11,0 g/dL. Foram excluidas
do estudo as criangas diagnosticadas com anemia ferropriva (Hb < 11
g/dL), que foram encaminhadas ao médico competente da Secretaria de
Satide do municipio, bem como aquelas em uso de sulfato ferroso.

As criancas foram submetidas a avaliagdes antropométricas,
exames laboratoriais e avaliagdes dietéticas, no inicio e ao final do periodo
de 2 meses, correspondente a 45 dias de intervencao, caracterizando, assim,
um estudo longitudinal.

O suplemento foi servido diariamente, diluido em agua, de segunda
a sexta-feira. A porg¢ao servida foi de 30 g e fornecia 30% das doses diarias
recomendadas de ferro, zinco, cobre, vitamina A e vitamina C para as

criangas.

3.2. Avaliagédo antropométrica

Foram adotadas as técnicas de Jelliffe (1966) para a obtencdo do
peso e estatura. Para a medida do peso utilizou-se balanga portatil, digital,
eletronica, com capacidade de 150 kg e sensibilidade de 50 g, da marca
Kratos, Embu, SP. As medidas de altura foram feitas por estadidmetro com
extensao de 2 metros, dividido em cm e subdividido em mm, da marca

Alturaexata, Belo Horizonte, MG.
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Os indices peso para idade (P/I), peso para estatura (P/E) e estatura
para idade (E/I) e Indice de Massa corporal para idade (IMC) foram
utilizados como critério diagnéstico a partir do calculo do escore-z,
adotando-se como referéncia antropométrica a preconizada pela
Organizagdo Mundial da Saade (WHO, 2006).

Foram classificadas como de peso baixo as criangas cujos indices P/I
e P/E se encontravam abaixo de —2 escore-z; foram consideradas como
sendo de peso adequado as criancas cujos indices P/I e P/E se encontravam
entre -2 ¢ +2 escore-z, € com peso elevado aquelas com P/E igual ou
superior a + 2 escore-z. As criangas que apresentaram o indice E/I abaixo
de — 2 escore- z foram classificadas como “baixa estatura”. Quanto ao IMC,
a classificagdo adotada foi baixo IMC para idade (IMC < escore-z -2),
eutrofia (IMC > escore-z -2 e < escore-z +1), sobrepeso (IMC > escore-z +1

e < escore-z +2) e obesidade (IMC > escore-z +2) (BRASIL, 2008).

3.3. Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais também foram realizados no inicio e ao
término do periodo de estudo. A coleta de sangue das criangas foi realizada
por um profissional do laboratério de andlises clinicas da Divisao de Saude
da Universidade Federal de Vigcosa. Amostras de aproximadamente 6 mL de
sangue foram colhidas em seringas descartaveis, por pun¢ao venosa. Cerca
de 3 mL da amostra colhida foram transferidos para um tubo com
anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA), para realizacdo do
eritrograma (contagem de hemadcias, hematocrito, concentragdo de
hemoglobina); e o restante de sangue foi transferido para um tubo sem
anticoagulante, para obten¢do do soro, e determinagdo dos niveis de

ferritina, ferro sérico e retinol.

O eritrograma foi feito no aparelho Coulter T-890, pelo método de
contagem por impedancia. O ferro sérico foi determinado por método

quimico Goodwin modificado (ferrozine) no equipamento Cobas Mira Plus,
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utilizando-se kit Bioclin (Quibasa, Belo Horizonte, MG). A ferritina
também foi avaliada no Cobas Mira Plus com o kit da Bioclin pelo método
de imunoturbidimetria. Estas andlises foram realizados no Laboratorio de
Analises Clinicas da Divisao de Saude da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

A dosagem de retinol sérico foi realizada no Laboratorio de Analise
de Vitamina do Departamento de Nutri¢do e Saude da referida instituigado,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em sistema Shimadzu
(modelo LC-10VP), baseando-se na metodologia utilizada por NETTO
(2005). A preparagao e analise da amostra incluiram os seguintes passos: 1)
250 uL de soro foram adicionados a 250 uL de acetato de retinil (padrao
interno) e agitados vigorosamente por 2 minutos; 2) em seguida, adicionou-
se 250 uL de hexano e agitou-se novamente por mais 2 minutos; 3)
procedeu-se, entdo, a centrifugacdo por 15 minutos a 1041,04 x g, em
microcentrifuga para eppendorf (modelo 5415D); 4) 200 pL da camada
superior foram removidos para outro tubo eppendorf; 5) a amostra foi
evaporada em gas nitrogénio por aproximadamente 6 minutos; 6) diluiu-se
o residuo em 250 uL de metanol:dgua ultra pura (95:5, v/v) e filtrou-se a
amostra através de unidades filtrantes; 7) aliquotas de 50 pL foram
injetadas na coluna cromatografica para analise por CLAE.

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: fase movel com
metanol e agua ultra pura (95:5, v/v), fluxo de 1,5 mL/min; coluna
Phenomenex C-18, 5 um, 150 mm x 4 mm; deteccdo por fluorescéncia
(detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL; 325 nm de excitagdao ¢ 465
nm de emissao). O tempo de corrida foi de 12 minutos. O Software “Multi
System” modelo Class VP 6.2 foi utilizado para andlise e interpretacao das
corridas cromatograficas. A avaliagdo qualitativa foi feita baseada na
comparacdo entre os tempos de retengdo encontrados nas amostras € nos
padrdes, analisados sob as mesmas condi¢des Para andlise quantitativa, o

calculo da concentragdo do retinol plasmatico foi feito utilizando-se a
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equacao de regressdo obtida com a construcdo da curva padrao (NETTO,
2005).

A classificacao do nivel de retinol sérico foi realizada com base nos
pontos de corte propostos pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO,
1996), conforme Tabela 1.

Tabela 1: Pontos de corte para a interpretacdo dos niveis de retinol

sérico propostos pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 1996)

Categoria Nivel de retinol sérico
ug/dL umol/mL
Caréncia grave <10 <0,35
Caréncia marginal moderada 10-20 0,35-0,70
Grupos em “risco” 20 - 30 0,70 - 1,05

3.4. Avaliacéo dietética

Para a avaliag¢do dietética utilizou-se uma associagao entre o método
de pesagem direta dos alimentos, realizado nas creches em dois dias da
semana e complementado por um recordatério de 24 horas junto aos
responsaveis que deixavam as criangas nas instituicoes, com o objetivo de
avaliar as refeigOes feitas em casa antes e ap6os o periodo de permanéncia na
escola. Para a pesagem de alimentos utilizou-se balanga digital portatil com
capacidade de 2 kg e sensibilidade de 0,1 g, da marca Plenna, modelo
Precision, Sao Paulo, SP. Os dados obtidos subsidiaram o calculo da
quantidade ingerida de cada alimento por crianga, e foram somados aos do
recordatorio de 24 horas.

Além disso, os responsaveis pelas criangcas foram orientados a
registrar o consumo de alimentos em um dia do final de semana, uma vez
que o funcionamento das creches ¢ de 2% a 6* feira.

As analises e calculos das dietas foram feitos com o auxilio do

“software” DIETPRO, versao 5.1 (AS Sistema, Vigosa, MG).
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3.5. O suplemento alimentar

O suplemento alimentar (Figura 1) foi produzido por uma empresa
de alimentos (Nutriclyn Alimentos, Vigosa, MG) vinculada a Universidade
Federal de Vigosa. A composicdo baseou-se em suplemento alimentar
desenvolvido anteriormente por Silva e colaboradores (2008), com algumas
modificacdes, como utilizacdo de ingredientes em pod e adi¢do de prebidtico

(inulina).

Figura 1. Suplemento alimentar (A=saché; B=por¢ao de 30g; C=1 porcao
do suplemento diluida em 100 mL de 4gua)

O custo do suplemento, em 2008, foi de R$ 0,80 por saché, sendo
que este envolveu o custo com o produto (R$ 0,36) e o custo da embalagem
(R$ 0,44).

O suplemento possui em sua composicao soro € concentrado protéico
de soro de leite em po, leite em pod, sacarose, maltodextrina, mix de
vitaminas (retinol e acido ascorbico) e minerais (fumarato ferroso, sulfato

de zinco e cobre), inulina, cacau em pd e aroma de chocolate (Tabela 2).
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Tabela 2: Composicao do suplemento alimentar

Componentes %
Maltodextrina (Corn Products) 20,0
Soro de Leite (Laticinios Morrinhos ) 10,0
Concentrado Protéico de Soro de Leite (Doremus Alimentos) 15,0
Leite em P¢ Integral (Montelac Alimentos) 18,0
Sacarose (Alvinho) 19,0
Mix de Vitaminas (A e C) e Minerais (Fe, Zn e Cu) (M.Cassab) 6,0
Inulina (Orafti) 10,0
Aroma de Chocolate (Lapiendrius Flavors) 0,5
Cacau em P¢6 (Lapiendrius Flavors) 1,5
Total 100,0

Os teores das vitaminas A ¢ C e dos minerais ferro, zinco e cobre

foram baseados na Ingestdo Didria Recomendada (IDR) exigida pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005), estando de

acordo com as recomendagdes nutricionais para pré-escolares (I0M, 2000;

IOM, 2001), de forma que uma porcdo de 30 g fornecesse 30% das

recomendagdes dos nutrientes citados. A composi¢do do mix de vitaminas

e de minerais encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo do mix de vitaminas e minerais, em 30g do

suplemento (1,8g de mix)

Componentes Quantidade
Vitamina A (Palmitato de Retinol) 120 ug RE
Vitamina C (Acido Ascorbico) 9,0 mg
Ferro (Fumarato Ferroso) 1,8 mg
Zinco (Sulfato de Zinco Monohidratado) 1,2 mg
Cobre (Sulfato de Cobre Anidro) 0,10 mg
Excipiente gsp 1,8g
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3.6. Analise Estatistica

O banco de dados foi elaborado com auxilio do programa Excel
(Microsoft Excel, 2000).

Os testes estatisticos foram realizados por meio do programa Sigma
Statistic, utilizando métodos paramétricos € ndo parameétricos, de acordo
com a natureza da varidvel em estudo e sua variabilidade na amostra
estudada.

Para analisar o efeito da intervengdo com o produto, os dados
dietéticos e bioquimicos coletados no inicio e final do experimento foram
comparados pelo teste de Wilcoxon, enquanto que, para os dados
antropométricos, utilizou-se o teste-t pareado.

Para correlacionar a ingestdo do suplemento com variaveis
antropométricas, bioquimicas e dietéticas, utilizou-se o coeficiente de
correlagdao de Pearson.

O nivel de significancia adotado foi 0,05 ou 5%.

As variaveis estudadas foram peso, altura, ingestdo energética,
carboidratos, lipidios, proteinas, fibra, ferro, zinco, cobre, vitaminas A e C;
hemoglobina, hematocrito, hemacias, HCM (Hemoglobina Corpuscular
Média), CHCM (Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média), VCM

(volume corpuscular médio), ferritina, ferro sérico e retinol sérico.

3.7. Aspectos Eticos

Os responsaveis pelas criangas foram informados do estudo e do
sigilo das informagdes, e assinaram o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido, autorizando a participag¢do da crianca (Anexo A).

Os esclarecimentos foram feitos em linguagem acessivel e a
liberdade do consentimento em participar da pesquisa foi garantida a todos

os individuos, conforme preconizado pelas Diretrizes e Normas
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Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Conselho
Nacional de Saude (CNS, 1997).

O estudo foi realizado ap6s consentimento dos 6rgaos competentes e
aprovacdo do protocolo pelo Comité de Etica na Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Anexo B).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacao da populacéo

Cento e onze criancas aderiram a pesquisa. Destas, 14 foram
excluidas por apresentarem anemia e/ou estarem em terapia medicamentosa
para reposicao de ferro ou ainda por apresentarem alergia a proteina do leite
de vaca e/ou intolerancia a lactose. Portanto, 97 criangas (43 meninos e 54
meninas) com idade entre 24 e 55 meses (média + desvio-padrao de 38,3 +
8,1 meses; mediana de 37 meses) iniciaram efetivamente o protocolo da
pesquisa ¢ foram submetidas as avaliagdes antropométricas. Em 80 destas
criangas foi possivel coletar o sangue para exames laboratoriais
(eritrograma) e, em 61, para determinagdo de ferritina e ferro sérico. As
analises de retinol sérico foram feitas em amostras de sangue de 62
criancas. A redu¢do no tamanho das amostras foi devida a varios fatores,
como: auséncias de criancas durante as fases da coleta (inicial e/ou final),
muitas vezes associadas a enfermidades; dificuldades durante a coleta, com
volume de sangue inferior ao necessario, fato este justificado pela
vasoconstri¢do comum no inverno (estagdo do ano em que realizou-se a 2°

coleta de sangue), bem como perda de amostras por hemolise.

4.2. Avaliacdo Antropométrica

Noventa e sete criancas tiveram o peso e a estatura aferidas antes e
apos a intervencdo. Destas, apenas uma (1,03%) apresentou baixa estatura
para idade e baixo peso para idade. Porém, o peso para a estatura estava
adequado. Seis criancas (6,2%) apresentaram elevado peso para a idade e
para a estatura, sendo classificadas com sobrepeso. A maioria das criangas
(92,8%) estava com o peso adequado para a idade e para a altura, segundo a

Organizacao Mundial de Satde (WHO, 2006).
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Na Tabela 4 apresentam-se os dados de z-escore de peso, estatura e
indice de massa corporal (IMC) antes e ap6s a intervengdo. Observa-se uma
melhoria dos parametros antropométricos peso e altura apds a

administragao do suplemento alimentar.

Tabela 4. Indices antropométricos de pré-escolares antes e apos 45 dias de

oferta de suplemento alimentar. Vigosa, MG, Brasil (n=97).

Média + Percentil  Percentil 50  Percentil
desvio-padrao 25 (mediana) 75
Antes da intervencao
Peso/idade (z-escore) 0,303 + 0,943 -0,526 0,275 0,906
Altura/idade (z-escore) -0,004 +1,12 -0,682 0,029 0,614
15,39 1591 16,77
IMC/idade (z-escore) -0,35+ 2,05
Apbs a intervencao
Peso/idade (z-escore) 0,419 + 0,92 -0,393 0,421 0,957
(p<0,001)?
Altura/idade (z-escore) 0,047 + 1,11 -0,807 0,146 0,740
(p=0,02)*
IMC/idade (z-escore) 0,22 + 2,10 15,37 16,10 16,97
(p<0,001)?

* Teste t-pareado

Para uma andlise mais detalhada, foram correlacionadas algumas
variaveis entre si, conforme apresentado na Tabela 5, que evidencia

correlagdes positivas entre a ingestao do suplemento com o peso e estatura.
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Tabela 5. Correlagdo entre ingestdo do suplemento com variaveis

antropomeétricas de pré-escolares de Vigosa, MG, Brasil (n=51).

Varidveis Coeficiente de p
correlagao
(Pearson)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,453 <0,001
peso’ (kg)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,314 0,025
peso” (z-escore)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,393 0,004
altura” (m)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,243 0,085
altura” (z-escore)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,218 0,12
IMC" (kg/m?)
Ingestdo protéica‘ (g) x peso’ (kg) 0,443 0,001
Ingestio protéica® (g) x peso”’ (z-escore) 0,318 0,023
Ingestdo protéica‘ (g) x altura® (m) 0,503 <0,001
Ingestdo protéica’ (g) x altura® (z-escore) 0,464 <0,001
Ingestdo protéica® (g) x IMC® (kg/m?) -0,06 0,66
Ingestdo de ferro® (g) x peso® (kg) 0,387 0,005
Ingestdo de ferro® (g) x peso” (z-escore) 0,207 0,144
Ingestdo de ferro® (g) x altura® (m) 0,472 <0,001
Ingestdo de ferro® (g) x altura® (z-escore) 0,351 0,001
Ingestio de ferro® (g) x IMC" (kg/m?) -0,08 0,56

“namero de dias de ingestdo x por¢do diaria consumida
b r ’ . ~
apo6s o periodo de intervengao
¢ considerando ingestdo dietética + suplemento
A melhoria no estado nutricional geral de criancas apos oferta de

alimentos fortificados, como o suplemento em questdo, ¢ embasada na

literatura.
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Vitolo e colaboradores (1998), em estudo com 54 pré-escolares de
creches municipais de Sdo Paulo observaram aumento significante na
adequagdo do indice P/E das criangas com desnutricdo atual apds 2 meses
de oferta de cereal (na forma de mingau) enriquecido com ferro no
desjejum e lanche da tarde .

Silva e colaboradores (2008) também verificaram ganhos de peso e
altura apos a administracdo de bebida lactea enriquecida com ferro e
probidtico em criangas pré-escolares do municipio de Vigosa. Os indices
peso/idade e estatura/idade, em z-escore, foram significativamente
superiores apoOs a intervengao, porém nao houve alteracao significante no
indice peso/estatura. Os autores ressaltaram, entretanto, que a média de
ganho de peso e estatura em 8 meses de estudo foi superior a populagdo de
referéncia (WHO, 2006), fato também observado neste trabalho.

Dentre os fatores que podem justificar, no presente estudo, o impacto
do suplemento no estado nutricional das criangas, cita-se a composi¢cdo do
mesmo que, por conter soro de leite e concentrado protéico de soro de leite,
apresenta, do ponto de vista nutricional, alta digestibilidade, uma excelente
composi¢cdo em aminodcidos e biodisponibilidade de aminodcidos
essenciais.

A ingestdo protéica considerando a adicdo do suplemento na
alimentagdo das criancas apresentou correlacao positiva e significativa com
0 peso e estatura apds o periodo de intervengdo (tabela 5). De acordo com
Zinsly e colaboradores (2001) e Sgarbieri e colaboradores (2005), as
proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas
pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sangiiineas e teciduais,
sendo, portanto, muito adequadas para situacdes de crescimento.

O enriquecimento com os micronutrientes ferro, zinco, cobre e
vitaminas A e C também deve ser considerado na promog¢do do
crescimento, uma vez que sao nutrientes envolvidos em varias reacoes

anabolicas.
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O ferro ¢ componente de enzimas que regulam a divisdo celular,
producdo de energia, sintese de 4cidos nucléicos, sintese de hormonios da
tiredide, dentre outros (COSTA, 2008).

O zinco ¢ essencial a diferenciagdo e proliferagdo celular, atuando na
regulacao do crescimento, mediante acdo em nivel de receptores do fator de
crescimento tipo insulina 1 (IGF-1). Além disso, ¢ requerido no hepatocito
para sintese da proteina ligante de retinol (RBP), a qual ¢é responsavel pelo
transporte inter e intracelular de vitamina A (STEFANIDOU et al., 2006).

O cobre, por sua vez, ¢ importante para a formacdo da matriz de
coldgeno nos ossos, via acao da enzima lisil oxidase, que contém o mineral
(COSTA, 2008).

Quanto as vitaminas, o acido retindico (metabolito da vitamina A)
ativa receptores nos nucleos, regulando a expressao de varios genes que
codificam a estrutura de proteinas, enzimas, proteinas da matriz
extracelular, proteinas ligadante de retinol e receptores. A vitamina C ¢
essencial para a formac¢do do colageno, que € importante para o crescimento
e reparo dos tecidos do corpo (IOM, 2000).

Uma meta-analise realizada por Ramakrishnan e colaboradores
(2004) mostrou que estudos randomizados e controlados com
suplementacdo de apenas vitamina A ou apenas ferro ndo apresentaram
efeito no crescimento de criancas e adolescentes com idade inferior a 18
anos, ao contrario dos estudos em que houve suplementagdo com mais de
um nutriente, como ferro e vitamina A.

Chhagan e colaboradores (2010) em estudo longitudinal controlado,
randomizado e duplo-cego, realizado com criangas rurais (6-24 meses) da
Africa do Sul no periodo de 2003 a 2009 observaram que a suplementagéo
com multiplos micronutrientes (incluindo zinco, vitamina A, ferro, cobre,
vitamina C) promoveu um melhor crescimento quando comparado com a

suplementacdo com vitamina A apenas ou Vitamina A e Zinco.
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4.3. Exames laboratoriais

Foi possivel coletar amostras de sangue para o eritrograma de 80
criangas antes e apds a intervengao.

Os parametros eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume
corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM) foram
estatisticamente superiores apos a administragdo do suplemento (Tabela 6).

Foram analisadas amostras de sangue de 61 criangas para
determinacdo de ferritina e ferro sérico, antes e apos o periodo de
administragdo do suplemento alimentar (Tabela 7). Houve um aumento
significativo nos valores de ferritina e redu¢do no ferro sérico que
possivelmente pode ter sido influenciado por morbidades infecciosas que,
entretanto, ndo foram avaliadas no presente estudo.

O menor numero de amostras em relacdo ao eritrograma deveu-se a
diferengas nas quantidades de sangue obtidas entre as criancas,
principalmente na 2 coleta, que coincidiu com inicio do inverno e que,
devido a vasoconstricdo, contribuiu para o menor volume sanguineo no
momento da coleta, apesar de terem sidos usadas estratégias para estimular
a circulagdo, como exercicios nos bracos e¢ até mesmo utilizagao de bolsa
térmica morna nos membros superiores. Além disso, houve perda de
amostras por hemolise.

Na Tabela 8 apresentam-se correlacdes entre ingestdo do suplemento

com variaveis bioquimicas.
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Tabela 6. Eritrograma de pré-escolares antes e apds 45 dias de oferta do

suplemento alimentar. Vigosa, MG, Brasil (n=80).

M¢édia + desvio- Percentil 25  Percentil 50  Percentil 75

padrao (mediana)
Antes da intervencao
Eritrocitos 4,69 + 0,41 4,38 4,69 4,98
(milhdes/mm”)
Hemoglobina 12,01 + 0,89 11,40 12,00 12,67
(g/dL)
Hematocrito 36,72+ 2,71 34,60 36,50 38,75
(%)
VCM (fL) 78,48 + 4,71 75,67 78,33 82,37
HCM (pg) 25,70 + 1,81 2439 25,96 26,94
CHCM (g/dL) 32,74+ 1,22 31,80 32,58 33,39
Ap0s a intervencéo
Eritrocitos 4,78 + 0,37 4,53 4,76 5,01
(milhdes/mm”) (p=0,026)*
Hemoglobina 12,43 + 0,92 11,82 12,35 13,00
(g/dL) (p<0,001)*
Hematdcrito 38,19 + 2,36 36,80 37,95 39,83
(%) (p<0,001)*
VCM (fL) 80,03 + 4,86 76,78 80,81 83,36
(p<0,001)*
HCM (pg) 26,06 + 1,96 24,77 26,45 27,58
(p<0,001)°
CHCM (g/dL) 32,55+ 1,15 31,84 32,43 33,40
(p=0,19)"

* Teste t-pareado; " Teste de Wilcoxon
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Tabela 7. Ferritina (ug/L) e ferro sérico (ug/dL) de pré-escolares antes e
apos 45 dias de oferta do suplemento alimentar. Vigosa, MG, Brasil (n=61).

Média + desvio- Percentil 25  Percentil 50  Percentil 75

padrao (mediana)

Antes da intervengao

Ferritina 29,36 + 18,89 17,50 27,00 34,75
(ng/L)

Ferro sérico 67,59 + 32,67 43,75 61,00 93,25
(ng/dL)

Ap0s a intervencéo

Ferritina 54,36 + 60,99 19,00 37,00 65,50
(ng/L) (p<0,001)*

Ferro sérico 57,65 + 24,41 38,75 55,00 75,50
(ng/dL) (p=0,03)"

? Teste de Wilcoxon; ° Teste t-pareado.
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Tabela 8. Correlagdo entre ingestao do suplemento alimentar com variaveis

bioquimicas de pré-escolares de Vigosa, MG, Brasil (n=51).

Variaveis Coeficiente de p
correlagao
(Pearson)
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,414 0,002
delta eritrocito
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,312 0,026
delta hemoglobina
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,398 0,003
delta hematocrito
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,08 0,587
delta VCM
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x -0,204 0,151
delta HCM
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x -0,207 0,145
delta CHCM
Quantidade ingerida® do suplemento (g) x 0,186 0,191

delta ferritina

o]

Quantidade ingerida® do suplemento (g) x -0,116 0,418

delta ferro sérico

“nimero de dias de ingestio x porgdo diaria consumida

Os resultados aqui encontrados corroboram com estudos realizados
nas ultimas décadas com fortificacdo de dgua e alimentos, principalmente a
base de farinhas ou produtos lacteos, com diferentes fontes de ferro e
relatos de melhoria no estado nutricional do nutriente em pré-escolares.
Torres et al. (1995) avaliaram o efeito de leite em p6 fortificado com ferro
(9 mg/100 g) e vitamina C (65 mg/100 g) em criangas de 6 a 23 meses no
estado de Sdo Paulo. Os niveis de hemoglobina aumentaram

significativamente apos 3 meses de intervengao.
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Em outra pesquisa, Torres et al. (1996) estudaram o impacto do uso
de leite fortificado com ferro (aminoacido quelato) no combate a anemia em
criangas menores de quatro anos cadastrada em um Programa de
Suplementag¢dao Alimentar do municipio de Angatuba, SP. Apds seis meses
de intervengdo, a prevaléncia de anemia reduziu de 62,3% para 41,8% e, ao
final de 12 meses, para 26,4%.

Um trabalho demonstrou que a incorporacao de 20 mg de ferro
elementar por litro de agua potavel durante oito meses em uma creche
aumentou os niveis de hemoglobina e ferritina sérica de 10,7 + 0,7 g/dL e
13,7 £ 8,9 png/L, para 13,0 = 1,1 g/dL e 25,6 = 10,5 pg/L, respectivamente
(DUTRA-DE-OLIVEIRA et al., 1994).

Fisberg (1996) utilizou por¢des de 350 mL de um suplemento
lacteo industrializado, que continha 1,4 mg de ferro/100mL durante 3 meses
em 2 creches municipais de Sao Paulo, e observou reducao significativa no
percentual de pré-escolares com anemia. Da mesma forma, Giorgini e
colaboradores (2001) mostraram que paezinhos doces preparados com
farinha de trigo fortificada com ferro foram eficazes na recuperacao de 89
criancas anémicas de baixo nivel socioecondmico, atendidas por duas
creches, em Sao Paulo, com um aumento de 178% nos niveis de ferritina
sérica das criangas.

Tuma e colaboradores (2003) reportaram a recuperacao dos niveis
de hemoglobina e desnutricdo cronica em pré-escolares apos 120 dias de
intervencdo com farinha de mandioca fortificada com ferro aminoacido
quelato.

Em Vicosa, MG, Silva et al. (2002) verificaram incrementos
significantes nos indices de ferritina sérica de pré-escolares, apos 35 dias de
intervengdo com uma bebida lactea fermentada, fortificada com ferro
aminoacido quelato e adicionada de Lactobacillus acidophilus.

Em creches municipais do Rio de Janeiro, Bagni et al. (2009)
observaram que as criangas de 12 a 60 meses que receberam quantidade

total de ferro > 53,76 mg durante 16 semanas por meio de arroz fortificado
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com ferro bisglicina quelato, tiveram maior aumento na hemoglobina do
que aquelas que receberam quantidades inferiores (0,94g/dL vs. 0,39g/dL; p
=0,03).

Ressalta-se que, além da fortificagdo com ferro, o suplemento
alimentar do presente estudo foi enriquecido com vitamina A. A associa¢ao
entre vitamina A e ferro tem sido relatada em diversos estudos, como o
realizado por Mejia e Arroyave (1982), no qual foi avaliada a eficacia de
um programa de fortificacdo do agiicar com vitamina A no metabolismo de
ferro de criangas de 1 a 5 anos residentes na Guatemala. Os autores
concluiram que a vitamina A aumentou a biodisponibilidade do ferro sérico
para hematopoiese devido a mobilizacio dos estoques corporais,
provocando uma melhor absor¢do do ferro dietético que, por sua vez,
elevou as reservas hepaticas do mineral.

Mejia e Chew (1988) também observaram que a suplementagdo
diaria de vitamina A (3mg) em pré-escolares e escolares causou melhorias
no estado nutricional de ferro, sobretudo nos niveis de ferro sérico.

Da mesma forma, Bloem e colaboradores (1990) analisaram as
alteragdes no metabolismo de ferro apos suplementacdo com 110 mg de
vitamina A por 2 semanas, em crian¢as de 3 a 9 anos com deficiéncia de
vitamina A e observaram que as concentragdes de hemoglobina,
hematocrito, ferro sérico e saturagdo da transferrina aumentaram
significantemente. Entretanto, ferritina e transferrina ndo sofreram
alteragdes. Os autores concluiram que a vitamina A promoveu a
mobilizagdo do ferro estocado e aumentou a utilizacdo deste ferro para
formacdo da hemoglobina. Desta forma, os estoques corporais de ferro
diminuiram, levando ao aumento na absor¢ao deste mineral.

Zimmermann ¢ colaboradores (2006) avaliaram o impacto da
suplementacdo da vitamina A no estado nutricional de ferro em criancas e
adolescentes em 1dade escolar (5-13 anos) residentes na zona rural de
Marrocos. Os participantes que receberam uma suplementacdo com

200.000 UI no inicio e apds 5 meses de estudo, apresentaram um aumento
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de hemoglobina e de volume corpuscular médio e reducdo da ferritina,
sugerindo mobilizagdo dos estoques de ferro para sintese de eritrdcitos.
Apds 10 meses do inicio dos estudos, os autores observaram aumento da
eritropoitina. A eritropoitina ¢ uma glicoproteina produzida principalmente
por células peritubulares renais e atua no ultimo estagio da eritropoiese, isto
¢, na maturacao dos eritrocitos. Metabolitos da vitamina A atuam na
regulacdo genética da sintese de eritropoitina e também influenciam outros
hormonios e citocinas envolvidas na eritropoiese (WEST JR , 2007).

Na Venezuela, Jimenez e colaboradores (2010) também verificaram
melhoria no estado nutricional de ferro caracterizada pelo aumento nos
niveis de hemoglobina, 30 dias ap6s uma tUnica suplementacdo com 60 mg
de vitamina A, em criancas de 2 a 6 anos de idade.

De acordo com West Jr. (2007), quatro mecanismos podem estar
envolvidos na interagao da vitamina A com o metabolismo de ferro, a saber:
a) mobilizacdo dos estoques hepaticos de ferro para a circulacdo; b)
estimulo a eritropoiese, via eritropoitina. ¢) redugdo de infecg¢des e,
consequentemente, do risco de desenvolver anemia; d) estimulo a absor¢ao
de ferro, possivelmente por um efeito quelante da vitamina A com o ferro
no intestino, protegendo-o de fatores inibidores como fitato e polifendis.

Da mesma forma, a fortificagdo com zinco, cobre e vitamina C pode
ter contribuido para melhorias do estado nutricional de ferro. Ash e
colaboradores (2003) realizaram um estudo controlado, randomizado,
duplo-cego, com 774 criangas escolares (6-11 anos) habitantes de uma
regido semi-arida da Tanzania, no qual metade das criancgas receberam uma
bebida enriquecida com 10 micronutrientes, dentre eles, vitamina A, ferro,
zinco e vitamina C uma vez ao dia, durante 5 dias por semana, num periodo
de 6 meses. Os autores observaram que, em relacdo ao grupo placebo, o
grupo que recebeu a bebida fortificada apresentou aumento significante na
concentragdo de ferritina sérica, bem como redu¢do na prevaléncia de

deficiéncia de vitamina A.
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Hyder e colaboradores (2007) avaliaram o efeito de bebida
fortificada com micronutrientes no estado nutricional de adolescentes de
escolas rurais de um distrito em Bangladesh. O estudo placebo-controlado,
randomizado, duplo cego foi realizado com 1268 adolescentes do sexo
feminino, sendo que 634 delas receberam uma bebida sabor laranja
fortificada com ferro, zinco, vitamina C, vitamina A e vitaminas do
complexo B. A bebida foi servida 6 vezes por semana, durante 12 meses,
exceto no periodo das férias (20 dias). Apds 6 meses, os pesquisadores
observaram que, em relacao ao grupo placebo, o grupo que ingeriu a bebida
fortificada apresentou maior ganho de peso e estatura (p<0,01), aumento na
média da hemoglobina; maior aumento na ferritina sérica; redu¢ao na
prevaléncia de anemia por deficiéncia de ferro (de 13,1% para 1,5%) e
maior aumento no retinol sérico, sendo todas estas alteragoes
estatisticamente significantes.

No presente estudo, o enriquecimento do suplemento com vitamina
C pode ter contribuido para o aumento da biodisponibilidade do ferro,
devido sua habilidade em converter o ferro férrico para a forma ferrosa
(HURREL; EGLI, 2010).

Quanto aos minerais, o cobre ¢ importante para a sintese de
ceruloplasmina que atua na conversdao do ferro Fe++ para Fe+++ para se
ligar a transferrina plasmatica. Ja a deficiéncia de zinco estd relacionada
com alteracdo na eritropoiese, reducdo da resisténcia dos globulos
vermelhos ao estresse oxidativo e, portanto, sua suplementacdo estd
associada com melhoria nos parametros bioquimicos relacionados ao estado
nutricional de ferro (OLIVARES et al., 2007).

Merece destacar também a importancia da adi¢do do prebiotico para
justificar os resultados encontrados no estado nutricional de ferro. E
provavel que acidos graxos de cadeia curta produzidos por fermentacdo do
prebidtico por bactérias no limen intestinal das criangas possam ter
contribuido para uma melhor solubilizagdo e absor¢cdo do ferro, devido

possivel efeito na reducdo do ferro da forma férrica para ferrosa e também
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na acao na altura das criptas das vilosidades, melhorando a area de absor¢ao
de nutrientes, conforme mencionado por Shols-ahrenz e colaboradores
(2001).

A administragdo de prebidticos como inulina, oligofrutose,
glicooligossacarideos e galactooligossacarideos tem sido associada com
melhor absor¢do e retengdo de varios minerais, particularmente magnésio,
calcio e ferro. Yasuda e colaboradores (2006), em estudo com leitdes,
observaram um aumento de 15% (p<0,01) na concentracao de hemoglobina,
apos a suplementacao da dieta com 4% de inulina.

A fortificagdo com vitamina A ndo foi suficiente para melhorar o
estado nutricional desta vitamina. Nao houve diferenca nos niveis de retinol

sérico apos a intervengdo com o produto (Tabela 9).

Tabela 9. Retinol sérico (ug/dL) de pré-escolares antes e apds 45 dias

de oferta de suplemento suplemento alimentar. Vigcosa, MG, Brasil (n=62).

Média + desvio- Percentil 25  Percentil 50  Percentil 75

padrao (mediana)

Antes da intervencao

Retinol sérico 47,55 +21,34 33,11 47,18 55,80
(ng/dL)

Apos a intervencao

Retinol sérico 45,75 + 18,32 32,24 43,12 55,69
(ng/dL) (p=0,52)"

? Teste de Wilcoxon

A classificacdo do nivel de retinol sérico realizada com base nos
pontos de corte propostos pela Organizagdo Mundial de Sauade (WHO,
1996) e sua prevaléncia, antes e apOs a intervencdo, estd detalhada na

Tabela 10.
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Tabela 10: Classificagdo dos niveis de retinol sérico e sua
prevaléncia em pré-escolares de Vicosa, MG, Brasil, antes e apos 45 dias de
intervencao, de acordo com a Organizagao Mundial da Saade (WHO, 1996)
(n=62)

Retinol Prevaléncia (%)
Categoria sérico Antes Depois
ug/dL
Caréncia grave <10 0 0
Caréncia marginal moderada 10-20 4,80 3,20
Em “risco” 20-30 12,90 14,52
Sem caréncia > 30 82,30 82,28

Segundo a Organizagdo Mundial da Satade (WHO, 2009), uma
prevaléncia entre 2 e 10% de valores de retinol sérico abaixo de 20 mg/dL
¢ classificada, em termos de nivel de importancia, como leve problema de
saude publica, magnitude esta encontrada entre os pré-escolares
participantes do estudo. No entanto, estes dados ndo podem ser
generalizados para os pré-escolares do municipio, uma vez que a amostra
nao ¢ representativa da totalidade dos mesmos.

Vale ressaltar que em Vigosa, Magalhdes e colaboradores (2001)
encontraram uma prevaléncia de 15% de hipovitaminose A entre pré-
escolares, o que caracterizou, na época, um moderado problema de satde
publica.

Fernandes e colaboradores (2005) encontraram uma prevaléncia de
7% entre pré-escolares de creches publicas do Recife, caracterizando
também, um problema de satide publica leve.

J4 em escolares da regido rural de Novo Cruzeiro, regido do Vale do
Jequitinhonha de Minas Gerais, a prevaléncia de hipovitaminose foi de 29%

(SANTOS et al.; 2005).
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De acordo com Geraldo e colaboradores (2003), a prevaléncia de
hipovitaminose A entre pré-escolares varia segundo a regido, sendo que no
Nordeste foram encontradas prevaléncias variando entre 15 e 20% para o
referido grupo na década de 90.

Nao foi observada correlagdo entre quantidade ingerida do
suplemento com variagdo nos niveis de retinol (delta retinol) (r=-0,134;
p=0,35). Porém, encontrou-se uma correlagdo negativa entre o retinol sérico
e a ferritina sérica (r = - 0,313; p = 0,02), o que reforga a hipotese de agao
da vitamina A na mobilizagdo dos estoques de ferro para a sintese de
eritrécitos (ZIMMERMANN et al, 2006; WEST Jr., 2007).

Diante do exposto, pode-se inferir que a adicdo de prebidtico e a
fortificacdo do suplemento com ferro, zinco, cobre, vitamina C e vitamina
A contribuiram para uma agdo sinérgica entre 0s micronutrientes na
melhoria do estado nutricional de ferro (Tabelas 2 e 3), apesar de ndo ter
sido constatada melhoria no estado nutricional de vitamina A (Tabela 6).
Esta pode ter sido utilizada pelo organismo para promog¢ao da eritropoiese
e, com iss0, a concentracao sanguinea de retinol manteve-se a mesma.

Além disso, outras possiveis explicagdes para os resultados
encontrados para o retinol sao:

- Deficiéncia relativamente baixa de vitamina A na populacdo estudada. A
prevaléncia de deficiéncia de vitamina A (retinol sérico inferior a 20 pg/dL)
foi de 4,8% antes da intervengdo e de 3,2% apoOs a intervengdo, o que
caracteriza uma deficiéncia leve na populacao estudada (WHO, 1996).
Assim, como ndo havia deficiéncia grave (retinol sérico inferior a 10
ng/dL), a resposta a intervengdo nao foi eminente. Segundo a OMS (WHO,
1996) e Pee e Dary (2002), os niveis séricos de retinol so refletem os
estoques corporais desta vitamina quando estes estdo muito altos ou muito
baixos, ndo sendo portanto, indicado como critério diagndstico em nivel
individual de forma isolada. No entanto, em nivel populacional, a
freqiiéncia de distribuicdo das concentragdes de retinol sérico € confidvel

para a avaliacdo da deficiéncia de vitamina A;
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- Periodo (tempo) de intervengdo: o produto foi administrado durante 2
meses, o que, aliado ao descrito anteriormente, pode ter comprometido a
comprovacao da eficacia do produto. A eficacia da fortificagdao de alimentos
com vitamina A tem sido relatada em estudos com um maior tempo de
interven¢do, conforme apresentado por Ribaya-Mercado e colaboradores
(2004). Estes pesquisadores observaram melhoria nos parametros do estado
nutricional de vitamina A (retinol sérico e estoque hepatico e corporal da
vitamina) em criangas da Nicaragua apdés um periodo de 12 meses de

implanta¢do de um programa nacional de fortificagdo do acucar.

- Redistribui¢do da vitamina A decorrente da fortificagdo com ferro:
Wieringa e colaboradores (2003) verificaram uma reducdo na concentracao
de retinol plasméatico apds suplementagdo com ferro em lactentes da
Indonésia, sugerindo uma redistribuicdo da vitamina A, do sangue para o
figado e/ou um aumento na necessidade de vitamina A decorrente do

estimulo a eritropoiese.

- Controle de morbidades: segundo Tanumihardjo (2004), processos
infecciosos, mé absor¢do intestinal, parasitoses e sindrome nefrética podem
afetar negativamente a concentragao sérica de retinol e, no presente estudo,
o controle se deu de forma indireta e apenas para enfermidades mais graves,
pois nestes casos as criangas ndo frequentaram as creches e, portanto, nao
participaram do estudo. O controle direto das morbidades ndo foi possivel
por se tratar de criangas institucionalizadas, em que a obten¢ao destes dados
¢ dificultada, uma vez que o tempo de contato com os pais ou responsaveis
pelas criangas € muito reduzido, limitando-se a0 momento de chegada e
saida das criancas nas creches. Com isso, uma consideracdo sobre os
niveis de ferritina e ferro sérico e o controle de morbidades merece ser
ressaltada. Assim, valores elevados de ferritina sérica podem ser observados

na presenca de infecgdes e outras morbidades, como neoplasias, doengas
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hepaticas, leucemias e hipertireoidismo. O Ferro Sérico também € alterado

em processos infecciosos, podendo diminuir em poucas horas apds o

desencadeamento de uma infecgao (COOK et al.; 1992).

4.4. Avaliacdo Dietética

A ingestdo de macro e micronutrientes foi semelhante antes e apds a

pesquisa (Tabela 11).

Tabela 11. Ingestdo média de nutrientes em pré-escolares de Vigosa, MG,

Brasil, antes e apos a administracao do suplemento alimentar (n=62).

Antes da intervencao

Apos a intervencao

Média + Mediana Média + Mediana P
desvio-padrao desvio-padrao
Calorias (kcal) 860,27 + 833,98 853,44 + 832,5 0,09
95,94 96,77
Proteina (g) 17,62 + 2,84 18,04 17,81 +2,61 17,9 0,11
Carboidrato (g) 157,57 + 152,0 156,38 + 152,0 0,20
16,55 16,80
Lipidios (g) 17,72+ 3,77 16,3 17,41 + 3,94 16,25 0,08
Vitamina A 256,58 + 220,3 244 6+ 95,55 224,75 0,87
(ng) 101,19
Vitamina C 27,25+ 14,02 19,1 26,0+ 10,36 23,0 0,74
(mg)
Célcio (mg) 179,8 + 69,1 160,0 175,46 + 1544 0,21
61,89
Ferro (mg) 4,80+ 0,82 4.8 4,80+ 0,70 4.8 0,17
Zinco (mg) 1,97+ 0,45 1,9 1,95+0,41 1,9 0,81
Cobre (1g) 459,68 + 500,0 433,87 + 400,0 0,24
109,3 110,06
Fibras (g) 6,26 + 1,07 6,8 6,12 + 1,15 6,37 0,58

" Teste de Wilcoxon
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Porém, a inclusdo do suplemento aumentou significativamente a

ingestdo de todos os nutrientes (Tabela 12) durante a realizacdo deste

trabalho. Ou seja, o perfil alimentar das criangas apos o término da pesquisa

manteve-se 0 mesmo do inicio (Tabela 11), mas a administragdo do

suplemento promoveu melhora significativa no mesmo, considerando os

dados de 62 criangas que completaram todos os inquéritos dietéticos

aplicados.

Tabela 12. Ingestao média de nutrientes em pré-escolares de Vigosa, MG,

Brasil, antes (sem o suplemento) e durante a pesquisa (com o suplemento

alimentar) (n=62).

Ingestéao sem o

Ingestdo com o

suplemento suplemento
Média + Mediana Média + Mediana P
desvio-padrao desvio-padrao
Calorias (kcal) 860,27 + 833,98 980,46 + 954,18 <0,001
95,94 95,94
Proteina (g) 17,62 + 2,84 18,04  23,72+2,84 24,14 <0,001
Carboidrato (g) 157,57 + 152,0 176,57 + 171,0  <0,001
16,55 16,55
Lipidios (g) 17,72 + 3,77 16,3 19,92 + 3,77 18,5 <0,001
Vitamina A 256,58 + 220,3  388,6+101,2 3523 <0,001
(ng) 101,19
Vitamina C 27,25 + 19,1 37,14 + 29,0 <0,001
(mg) 14,02 14,02
Calcio (mg) 179,8 + 69,1 160,0 2788 + 259,0  <0,001
69,10
Ferro (mg) 4,80 +0,82 4,8 6,8+ 0,82 6,8 <0,001
Zinco (mg) 1,97 + 0,45 1,9 3,3+0,46 3,2 <0,001
Cobre (ng) 459,68 + 500,0 569,68 + 610,0 <0,001
109,3 109,33
Fibras (g) 6,26 + 1,07 6,8 9,46 + 1,07 10,0 <0,001

? Teste de Wilcoxon
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Quando o suplemento foi administrado, tanto a meédia quanto a
mediana de ingestdo aproximaram ou superaram os valores da
recomendag¢do nutricional (RDA) para criancas de 1 a 3 anos (Tabela 13).
Como no presente estudo participaram criangas de 2 a 5 anos, comparou-se
os valores com a recomendacdo para a faixa etdria de 4-8 anos. Para estas

criangas, a ingestao média de ferro e zinco foi inferior a recomendacao.

Tabela 13. Comparacao da ingestdo de micronutrientes antes (sem) e
durante a pesquisa (com o suplemento), com a recomendag¢do nutricional

(EAR) (n=62).

Sem suplemento Com suplemento RDA

Média + Mediana Média + Mediana

desvio- desvio-

padrao padrao
Vitamina 256,58 + 220,3 388,6+ 352,3 300 (1 —3 anos)
A (ng) 101,19 101,2 400 (4 — 8 anos)
Vitamina 27,25 + 19,1 37,14 + 29,0 15 (1 — 3 anos)
C (mg) 14,02 14,02 25 (4 — 8 anos)
Ferro 4,80 + 0,82 4,8 6,8+ 0,82 6,8 7,0 (1 — 3 anos)
(mg) 10,0 (4 — 8 anos)
Zinco 1,97 + 0,45 1,9 3,3+0,46 3,2 3,0 (1 — 3 anos)
(mg) 5,0 (4 — 8 anos)
Cobre 459,68 + 500,0 569,68 + 610,0 340 (1 —3 anos)
(ng) 109,3 109,33 440 (4 — 8 anos)

A Tabela 14 apresenta a prevaléncia de inadequacao da ingestdo dos
micronutrientes em estudo, adotando como referéncia os valores de EAR

segundo a faixa etaria (IOM, 2000; IOM, 2002).

Observa-se que o suplemento corrigiu em 100% as inadequagdes na
ingestdo dos micronutrientes vitamina A, ferro e cobre. Apenas 1 crianca
cyja idade era 2 anos e 5 meses ndo atingiu a recomendacao de 13 mg de

Vitamina C, porém ficou proxima (12,2 mg).
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Quanto ao zinco, a prevaléncia de inadequacdo observada com a

administragdo do suplemento refere-se a criangas de 4 a 5 anos e vale

ressaltar que, como a maioria (87,1%) das criancas frequentadoras das

creches encontravam-se na faixa etaria de 1 a 3 anos, o suplemento foi

desenvolvido visando atingir 30% das recomendagdes deste grupo. Assim,

considerando apenas a faixa etaria de 1 a 3 anos (n=54), a prevaléncia de

inadequagdo na ingestdo de zinco foi 88,89% (n=48), sendo a mesma

corrigida em 100% com a administracao do produto para o referido grupo.

Tabela 14. Prevaléncia de inadequacdo da ingestdo dos micronutrientes,

sem e com o suplemento (n=62).

Nutriente AR Prevaléncia de inadequacéo
Sem Com p
suplemento suplemento

Vitamina A 210 (1 — 3 anos) 25,81% 0 <0,0001%

(ng) 275 (4 — 8 anos) (n=16)

Vitamina C 13 (1 — 3 anos) 11,29% 1,61 % =0,03°

(mg) 22 (4 — 8 anos) (n=7) (n=1)

Ferro (mg) 3,0 (1 — 3 anos) 8,06% 0 =0,02°
4,1 (4 — 8 anos) (n=5)

Zinco (mg) 2,2 (1 — 3 anos) 90,32% 12,9 % <0,0001%
4,0 (4 — 8 anos) (n=56) (n=8)

Cobre (ug) 260 (1 — 3 anos) 9,68% 0 =0,01°
340 (4 — 8 anos) (n=6)

* Teste qui-quadrado; ° Teste Fisher
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nas avaliagdes antropométricas,
bioquimicas e dietéticas, conclui-se que o suplemento contribui para uma
melhor oferta de nutrientes aos pré-escolares, o que foi refletido na
melhoria dos parametros como estatura, peso, eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM e ferritina sérica.

Assim, o suplemento mostrou-se eficaz na melhoria do estado
nutricional de uma forma geral. E a fortificagdo com multiplos nutrientes
bem como a adi¢do do prebidtico podem ter contribuido na eficicia do
suplemento alimentar. Porém, o estado nutricional de vitamina A
permaneceu inalterado. Diante disso, outros estudos se fazem necessarios a
fim de se avaliar a suplementacdo alimentar e os fatores que podem
interferir nos  parametros  bioquimicos de retinol sérico e,

consequentemente, no estado nutricional desta vitamina.
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CONCLUSOES GERAIS

O suplemento alimentar em po, a base de soro de leite, fortificado
com ferro na forma de fumarato ferroso e adicionado de prebiotico

apresentou boa biodisponibilidade do mineral no estudo com animais.

No estudo com humanos, a eficacia do produto foi comprovada,
principalmente no que se refere ao estado nutricional de ferro. Além de seu
valor nutricional, o produto em po6 € viavel para transporte, armazenamento
e utilizacdo na alimentagdo institucional, vindo ao encontro das politicas
nacionais de segurancga alimentar e de combate as caréncias nutricionais da

populacéo brasileira, especialmente a mais carente e vulneravel.

Os resultados desta pesquisa demonstram, portanto, que a utilizacao
do soro de leite como veiculo para a fortificacdo de ferro, vitamina A,
vitamina C, cobre e zinco vem agregar valor nutricional e de mercado a este
residuo da industria de laticinios. Porém, novas tecnologias precisam ser
aperfeicoadas visando a producéo de soro de leite em p6 em larga escala e a

custo viavel para a induastria de alimentos.
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